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analiza je pokazala, da so razlike v sekvencah pri M. alpestris agg. velike in posledično 
ta skupina nima teže, medtem ko so razlike v sekvencah pri vrstama M. sylvatica in M. 
decumbens minimalne, tudi pri tistih vzorcih, ki niso bili nabrani na istem območju. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
agg.   agregat, skupina ozkosorodnih vrst 
bp   bazni par v zaporedju DNA 
cpDNA  plastidna DNA 
DNA    deoksiribonukleinska kislina 
dNTP   deoksiribonukleotid trifosfat 
EtBr   etidijev bromid 
ETS   zunanji prepisani vmesnik 
ITS   notranji prepisani vmesnik 
mtDNA  mitohondrijska DNA 
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nrDNA  jedrna ribosomalna DNA 
OTU   operativna taksonomska enota 
PCR   verižna reakcija s polimerazo 
rDNA   ribosomalna DNA 
s. lat.   sensu lato, v širšem pomenu 
s. str.   sensu stricto, v ožjem pomenu 
subsp.   subspecies, podvrsta 
var.   varietas, varieteta oz. različica 
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1 UVOD 
Rod spominčic (Myosotis spp.) izvira s severne poloble in obsega približno 100 vrst, ki 
večinoma uspevajo v zmerno toplem pasu obeh polobel. Spominčice ali v angleščini 
»forget me not« imajo bogato zgodovino različnih pomenov in simbolov. Povezujejo jih 
z večno ljubeznijo, pomočjo bolnikom z Alzheimerjevo boleznijo, s skrbjo za revne, 
invalidne in pomoči potrebne ljudi. Beseda »Myosotis« izvira iz grškega jezika, ki v 
etimološkem pomenu predstavlja mišje uho in opisuje obliko majhnih cvetnih listov, ki 
jih najdemo pri spominčicah (The Forget Me Not Flower … , 2019). V številnih pesmih 
in ljudskih pripovedkah veljajo spominčice kot cvetlice zaljubljenih in naj bi ohranjale 
spomin na ljubljeno osebo ob njenem odhodu (Spohn, 2008). 
Spominčice veljajo za taksonomsko zahteven rod, saj so mnenja številnih raziskovalcev 
zelo različna tako glede klasifikacije znotraj rodu kot tudi glede razširjenosti 
posameznih vrst (Al-Shehbaz, 1991). Za vrste znotraj M. alpestris agg. in M. sylvatica 
agg. je značilna poliploidija, kar dodatno vpliva na zahtevnost določevanja posameznih 
vrst znotraj skupine oz. agregata (Grau, 1964; Štěpánková, 2006). 
Na temo spominčic so bile na Oddelku za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v 
Ljubljani narejene že tri magistrske naloge (Sušnik, 2016; Velše 2016; Jamnik Zupančič 
2016), ki so nekatera vprašanja razrešile, hkrati pa odprle številna nova vprašanja glede 
morfoloških in karioloških lastnosti posameznih vrst znotraj skupini planinske in 
gozdne spominčice. Velše (2016) je v reviziji skupine planinske spominče ugotovila, da 
v Sloveniji poleg M. alpestris s. str. uspevajo tudi druge vrste te skupine (M. suaveolens 
in M. stenophylla), vendar jih je med seboj težko razlikovati zaradi prekrivanja 
vrednosti določevalnih znakov. Pri gozdnih spominčicah (M. sylvatica agg.) se je 
izkazalo, da v Sloveniji nabranih rastlin gozdne in polegle spominčice ne moremo 
enostavno določiti na podlagi znakov, ki so zapisani v obstoječih določevalnih ključih, 
saj obstaja mnogo primerkov s povsem vmesnimi stanji znakov. Glede na meritve 
dolžin pelodnih zrn, po katerih naj bi zanesljivo ločevali ti dve vrsti, smo celo postavili 
domnevo, da pri nas uspeva nov, še neopisani takson. Z meritvami morfoloških znakov 
Sušnik (2016) ni našla zanesljivega znaka, ki bi ta takson ločil od ostalih vrst znotraj te 
skupine. Kromosomi pri spominčicah so zelo majhni, zato je Jamnik Zupančič (2016) 
poskusila ugotoviti, ali se vmesni primerki, ki bi pripadali morebitnemu novemu 
taksonu, od M. sylvatica in M. decumbens razlikujejo po velikosti jedrega genoma. 
Izkazalo se je, da imajo ti primerki velikost genoma značilen za M. decumbens (Jamnik 
Zupančič, 2016).  
Zaradi številnih nejasnosti smo se odločili, da razlike med skupinama planinske in 
gozdne spominčice ter znotraj obeh skupin preverimo še s pomočjo molekulskih 
markerjev oz. označevalcev, za katere smo predvidevali, da nam bodo dali jasnejšo 
sliko o stanju v Sloveniji. Odločili smo se za uporabo molekulskega označevalca ITS, ki 
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je po mnenju avtorjev Álvarez in Wendel (2003) ter Kress in sod. (2005) najpogosteje 
uporabljen označevalec za ugotavljanje razlik med rastlinskimi vrstami. 
Z magistrsko nalogo smo želeli preveriti naslednje hipoteze: 
1. med vrstama Myosotis sylvatica in Myosotis decumbens pričakujemo razlike v 
izbranih zaporedjih jedrne DNA, 
2. morfološko vmesni primerki med Myosotis sylvatica in Myosotis decumbens 
bodo po molekulskih znakih bolj podobni vrsti Myosotis decumbens, 
3. med vrstami agregata Myosotis alpestris ne pričakujemo velikih razlik v 
izbranih zaporedjih jedrne DNA. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SISTEMATIKA RODU SPOMINČIC (Myosotis spp.) 
Družina srhkolistovk (Boraginaceae), kamor spada tudi rod spominčic, obsega enoletne 
rastline in zelnate trajnice, ki so večinoma porasle z enoceličnimi in togimi dlačicami, 
zaradi česar je rastlina na otip srhkodlakava. Listi so enostavni in pretežno celorobi ter 
nameščeni premenjalno. Prilistov ni. Cvetovi so dvospolni, zvezdasto somerni in 
združeni v cimozno (pakobulasto) socvetje imenovano vijaček. Čaša je peterolistna in 
vsaj pri dnu zrasla. Venčnih listov je 5, ki so pri dnu med seboj zrasli, tako da so proste 
le venčne krpe. V grlu venčne cevi so lahko prisotne goltne luske, 5 prašnikov je 
priraslih na venčno cev. Pestič ima en vrat, plodnica je nadrasla, štiridelna ali 
štiripedalasta. Nektarjalni disk se običajno nahaja na dnu plodnice. Plod v zrelosti 
razpade na 4 plodiče (Martinčič, 2007; Judd in sod., 2015). Po četrti izdaji Male flore 
Slovenije (2007), je družina razdeljena na dve poddružini in sicer na Heliotropioideae in 
Boraginoideae. Slednja je razdeljena na štiri tribuse: Lithospermeae, Eritricheae, 
Cynoglosseae in Boragineae, v zadnjega uvrščamo tudi rod Myosotis (Martinčič, 2007). 
Za srhkolistovke je značilno, da pogosto vsebujejo alkaloide. Nekatere vrste se še danes 
uporabljajo v medicinske namene (npr. Borago officinalis, Lithospermum spp.), spet 
druge pa so strupene (Judd in sod., 2015). 
Rod spominčic obsega približno 100 vrst, ki uspevajo predvsem v zmernem podnebnem 
pasu obeh polobel, le nekaj vrst uspeva v tropih. Največ vrst (približno 60) se nahaja v 
zahodni Evraziji, sledi ji Nova Zelandija (približno 35 vrst), preostanek vrst (nekaj manj 
kot 10) pa se nahaja v Severni oz. Južni Ameriki, Afriki, Novi Gvineji in Avstraliji. 
Winkworth s sod. (2002) je dokazal, da rod Myosotis izvira s severne poloble. S 
pomočjo molekulskih označevalcev so za 5 linij tega rodu ugotovili, da se med seboj 
genetsko dobro razlikujejo, razlike med vrstami znotraj posamezne linije pa so pogosto 
nejasne (Winkworth in sod., 2002). 
Rod Myosotis vključuje enoletnice, dvoletnice ali zelnate trajnice. Rastline so na otip 
srhkodlakave, ker so vsi njeni deli, razen venca in plodiča, porasli s togimi dlačicami. 
Cvetovi so zvezdasto somerni z nenazobčanimi venčnimi krpami in združeni v 
pakobulasto socvetje, ki se imenuje vijaček. Venec je pladnjaste oblike, venčna cev je 
ravna. Premer cveta znaša 2–10 mm. Barva cvetov je večinoma svetlo modra, vendar so 
cvetovi lahko tudi rožnati, rumeni ali celo beli. Od sorodnih rodov se spominčice 
razlikujejo po obliki listov, odsotnosti dlačic ali papil na goltnih luskah, ki se nahajajo v 
venčni cevi, in odsotnosti podpornih listov vsaj pri najvišjih cvetovih v socvetju 
(Strgulc Krajšek, 2007). 
V četrti izdaji Male flore Slovenije (Strgulc Krajšek, 2007) je v rod spominčic 
uvrščenih 10 vrst: 
• M. scorpioides L. [M. palustris (L.) Hill] – močvirska spominčica, 
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• M. nemorosa Besser – podlesna spominčica, 
• M. alpestris F. W. Schmidt [M. sylvatica (Ehrh.) Hoffm. subsp. alpestris 
(Schmidt) Gams] – planinska spominčica, 
• M. sylvatica (Ehrh.) Hoffmm. – gozdna spominčica, 
• M. decumbens Host. – polegla spominčica, 
• M. arvensis (L.) Hill. – njivska spominčica, 
• M. ramosissima Roch. in Schul. [M. hispida Schlecht.] – razrasla spominčica, 
• M. discolor Pers. [M. versicolor (Pers.) Sm.] – pisana spominčica 
• M. stricta Link. [M. micrantha auct. non Pall.] – toga spominčica, 
• M. sparsiflora Pohl. – redkocvetna spominčica. 
V Sloveniji poleg naštetih uspevata še dve vrsti: 
• M. laxa Lehm. (Király in sod., 2007) in 
• M. refracta Boiss. (Strgulc Krajšek in sod., 2016). 
Ker so nekatere vrste spominčic med seboj ozko sorodne in jih morfološko med seboj 
težko ločimo, jih Greuter s sod. (1984) združuje v skupine oz. agregate. V Sloveniji 
imamo predstavnike štirih skupin: 
• M. scorpioides agg. (v Sloveniji skupina vključuje vrsti M. scorpioides s. str. in 
M. nemorosa), 
• M. alpestris agg. (v Sloveniji skupina vključuje le to vrsto), 
• M. sylvatica agg. (v Sloveniji skupina vključuje vrsti M. sylvatica s. str. in M. 
decumbens), 
• M. arvensis agg. (v Sloveniji skupina vključuje vrsti M. arvensis s. str. in M. 
ramosissima) (Greuter in sod., 1984; Strgulc Krajšek, 2007) 
ter vrste: 
• M. discolor Pers. [M. versicolor (Pers.) Sm.] 
• M. stricta Link. [M. micrantha auct. non Pall.] 
• M. sparsiflora Pohl. 
• M. laxa Lehm. 
• M. refracta Boiss. (Strgulc Krajšek, 2007). 
Nekateri avtorji (Hegi, 1927; Fischer in sod., 2008) v skupino gozdne spominčice 
uvrščajo tudi vrsto M. alpestris (M. sylvatica agg. s. lat.), vendar je za namene naše 
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raziskave primernejša delitev, kjer je planinska spominčica uvrščena v svojo skupino 
(Grau, 1964; Tutin in sod., 1972; Pignatti, 1982; Greuter in sod., 1984, Štěpánková, 
1993, 2006). 
2.2 TAKSONOMSKE, MORFOLOŠKE IN EKOLOŠKE ZNAČILNOSTI 
SPOMINČIC 
Ker smo v naši študiji obravnavali vrste iz skupin planinske in gozdne spominčice, 
bomo v nadaljevanju predstavili le ti dve skupini. 
2.2.1 Skupina planinske spominčice (Myosotis alpestris agg.) 
Grau (1964) v skupino planinske spominčice uvršča naslednje vrste s pripadajočimi 
podvrstami: 
• M. suaveolens Waldst. et Kit. Ex Willd. 
• M. lithospermifolia (Willd.) Hornem. 
• M. stenophylla Knaf 
• M. alpina Lap. 
• M. alpestris F.W. Schmidt [M. sylvatica subsp. alpestris (Schmidt) Gams] 
- subsp. alpestris 
• var. alpestris 
• var. elatior 
• var. macrocarpa 
• var. exscapa 
- subsp. ambigens 
- subsp. gallica. 
Planinske spominčice so mlade vrste in brez izjem trajnice (Grau, 1964), ki so kot 
posledica omejenega genskega pretoka, genetskega zdrsa in okoljskega selekcijskega 
pritiska razvile številne variabilnosti, tako morfološke kot kariološke. K temu je 
pomembno prispevala poliploidija, ekološka adaptacija in geografska izolacija 
(Štěpánková, 1993; 2006).  
Koreninski sistem je zelo dobro razvit, pogosto je prisotna dolga in odebeljena glavna 
korenina. Spodnji listi tvorijo rozeto, vsak pecelj takega lista pa je razločno ločen od 
listne ploskve in je pogosto do trikrat tako dolg kot ploskev. Socvetje je nizko in 
navadno vsebuje le tri vijačke, razen redkih izjem. Venec je lahko svetlomodre, pa vse 
do živo azurno modre barve. Venčna cev je vedno krajša od čaše, ozko črtalasti čašni 
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zobci pa niso zapognjeni pod pladnjastim delom venca. Dlakavost čaše se glede na 
geografsko območje razlikuje: srednjeevropske vrste imajo poleg prileglih krovnih 
laskov tudi daljše, štrleče ali prilegle ravne laske, medtem ko imajo jugovzhodno 
evropske in azijske vrste tudi kavljaste laske. Čaša postopno prehaja v cvetni pecelj in 
se ob zrelosti ne odlomi. Plodiči so bolj eliptične kakor jajčaste oblike z zaokroženim 
(topim) vrhom (slika 1). Rob plodiča je lahko zelo raznolik, gredljat vzdolžni greben pa 
manjka ali je slabo izražen. Brazgotina na bazi plodiča je ovalne oblike, obstranski gubi 
pa tvorita obliko smejočih se ust (Grau, 1964).  
 
 
Slika 1: Plodiči M. alpestris agg.: M. alpestris s podvrstami (a–e), M. suaveolens (f), M. alpina (g), M. 
lithospermifolia (h). (Grau, 1964: 584) 
Velikost peloda (dolžina pelodnih zrn) znotraj skupine je različna in lahko znaša 6,9, 7,9 
ali 9,0 µm (Štěpánková, 1993). Grau (1964) omenja, da je velikost peloda pri 
spominčicah pomemben morfološki znak, vendar je skupina M. alpestris agg. izjema, 
saj opaža, da se velikost peloda med različnimi taksoni znotraj skupine prekriva. 
Za skupino planinske spominčice je značilno, da so primerni habitati relativno majhni, a 
razpršeni po velikih območjih. Vrste uspevajo pretežno v montanskem in alpinskem 
območju in jih le redko najdemo v nižinah. Izjema je vrsta M. stenophylla Knaf, ki 
uspeva v nižjih legah na serpentinskih in neserpentinskih stepskih območjih Srednje 
Evrope (Štěpánková, 1993; Štěpánková, 2006). Preostale vrste najdemo v višje ležečih 
legah Apenininov, Pirenejev, Dolomitov in na Balkanskem polotoku. Poseljujejo tudi 
gorske predele Alp in Krpatov in visokoležeče predele v Veliki Britaniji ter Maroku. V 
Aziji so prisotne na območju Turčije, Iraka, na Krimskem polotoku in v Kavkazu (Grau, 
1964; Tutin in sod., 1972; Davis, 1978; Pignatti, 1982; Štěpánková, 2006). 
V Sloveniji po trenutno znanih podatkih uspevata vrsti M. alpestris, ki uspeva na 
gruščnatih tratah v subalpinskem in alpinskem pasu ter na dinarskem območju na 
Snežniku (Strgulc Krajšek, 2007) in najverjetneje M. stenophylla, ki uspeva na območju 
Karavank in jo je Velše (2016) odkrila med revizijo skupine planinske spominčice. V 
okviru le-te se je pojavilo vprašanje, ali morda pri nas uspeva tudi vrsta M. suaveolens, 
7 
Stojilkovič V. Razlikovanje vrst spominčic (Myosotis spp.) s pomočjo molekulskih markerjev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
saj so na Snežniškem pogorju odkrili primerek, ki ustreza značilnostim te vrste (Velše, 
2016). Glede na raziskave, ki jih je opravila Štěpánková (2006), bi obe vrsti lahko 
uspevali tudi v Sloveniji, saj M. suaveolens poseljuje gorske predele Balkanskega 
polotoka, M. stenophylla pa kot že rečeno nizkoležeča območja srednje Evrope 
(Štěpánková, 2006). Za razliko od skupine M. sylvatica, je pri skupini M. alpestris 
delitev na nižje taksonomske nivoje bistveno bolj zahtevna, saj gre za mlade vrste, ki se 
še niso povsem diferencirale (Grau, 1964). Kljub temu pa Grau (1964) piše, da se 
planinske spominčice geografsko lepo ločijo na tri skupine (vzhodna skupina, Alpe in 
Apenini ter zahodna skupina), med katerimi obstajajo tudi morfološke razlike. Vzhodna 
skupina, ki ima težišče v Aziji, ima na čaši izrazite kavljaste laske. Skupina vključuje 
evropsko vrsto M. suaveolens, M. lithospermifolia in še nekaj drugih vrst. V Alpah in 
Apeninih je to predvsem vrsta M. alpestris s podvrstami, ki imajo na čaši redke 
kavljaste laske ali pa jih sploh nimajo. Za zahodne vrste, kamor sodita tudi M. alpina in 
severnoafriška vrsta M. atlantica, pa je značilna zaprta čaša, na vrhu katere so beli laski 
(Grau, 1964). 
V preglednici 1 je prikazanih nekaj morfoloških znakov, po katerih lahko med seboj 
ločimo vrste M. alpestris, M. stenophylla in M. suaveolens. 
Preglednica 1: Razlike v morfoloških znakih med M. alpestris, M. stenophylla in M. suaveolens (Grau, 
1964; Tutin in sod., 1972; Pignatti, 1982; Strid in Tan, 1991; Štěpánková, 1993; Štěpánková, 2006; 
Strgulc Krajšek, 2007) 
Znak \ vrsta M. alpestris M. stenophylla M. suaveolens 




Višina rastline 5–35 cm  5–35 cm  do 40 cm  
Pritlični listi dolgopecljati ali sedeči ploskev velika 6 × 




Stebelni listi zelo raznoliki (jajčasti, eliptični, 
žličasti ali črtalasti) 
suličasti, koničasti jajčasti do suličasti 
Kavljasti laski na čaši redki ali jih sploh ni jih ni jih je veliko 
Oblika plodiča črn/rjav, jajčast do eliptičen, 
najširši na sredini, top, z robom le 







Velikost plodiča Podatki o dolžini se razlikujejo: 
- približno 1,8 mm (Grau, 1964), 
- 2–2,5 mm (Pignatti, 1982; Strgulc 
Krajšek, 2007) 
- do 2,5 mm (Tutin in sod., 1972),  
- širok 1,4–1,7 mm 
dolg do 2,5 mm 
(Tutin in sod., 
1972) 
dolg približno 2 
mm (Tutin in sod., 
1972) 
Velikost peloda variabilna: 6,8–9 µm (Grau, 1964) 
6,5–9,3 µm (Štěpánková, 1993) 
ni podatka ni podatka 
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2.2.2 Skupina gozdne spominčice (Myosotis sylvatica agg.) 
V skupino gozdne spominčice Grau (1964) uvršča naslednje vrste s pripadajočimi 
podvrstami, ki so med seboj ozko sorodne: 
• M. sylvatica Ehrh. Ex Hoffm. 
- subsp. sylvatica Gams in Hegi 
- subsp. subarvensis Grau 
- subsp. cyanea (Boiss. & Heldr.) Vestergren 
- subsp. elongata (Strobl) Grau  
• M. decumbens Host. 
- subsp. decumbens Host 
- subsp. teresiana (Sennen) Grau 
- subsp. variabilis (Angelis) Grau 
- subsp. kerneri (D. T. & Sarnth) Grau 
• M. latifolia Poir. 
• M. soleirolii  Godr. & Green 
Gozdne spominčice so dvo- do večletne rastline s šibkim koreninskim sistemom, le 
polegla spominčica (M. decumbens) ima lahko v tleh rizom. Spodnji listi sestavljajo 
rozeto, njihov pecelj pa postopno prehaja v ploskev in je največ dvakrat tako dolg kot 
ploskev. Socvetje je srednje veliko do veliko, sestavljeno iz treh vijačkov v zalistjih ter 
nadaljnjih manjših vijačkov. Cvetovi so živo svetlomodri in nikoli globoko azurno 
modri kot pri skupini planinske spominčice. Venčna cev je enako dolga ali daljša od 
čaše, le-ta pa ima poleg krovnih laskov še močno štrleče kavljaste laske. Čaša je 
razločno ločena od peclja in se ob plodenju pogosto odlomi na bazi. Plodiči so koničasti 
in najširši v spodnjem delu (slika 2). Po vsem robu so stisnjeni, po sredini pa vzdolžno 
poteka greben. Brazgotina na bazi plodiča je večinoma okrogle oblike (Grau, 1964).  
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Slika 2: Zgoraj: plodiča vrste M. sylvatica subsp. sylvatica in M. sylvatica subsp. cyanea. Spodaj: plodiča 
vrste M. decumbens subsp. decumbens in M. decumbens subsp. teresiana (povzeto po Grau, 1964: 568) 
Velikost pelodnih zrn znotraj skupine ni enotna in se med vrstami razlikuje. Pri vrsti M. 
sylvatica dolžina pelodnih zrn znaša 6,0 µm (Štěpánková, 1993) oz. 6,5 µm (Grau, 
1964), pri vrsti M. decumbens pa približno 8,0 µm (Grau, 1964). 
Vrste skupine gozdne spominčice uspevajo na hribovitih območjih in nižje ležečih 
predelih Alp. Izogibajo se ravninam in skupnim rastiščem z vrstami iz skupine 
planinske spominčice (Grau, 1964). Medtem ko vrsta M. sylvatica uspeva le na zmerno 
vlažnih rastiščih v večjem delu Evrope, razen na jugozahodnem in večinoma severnem 
delu, pa vrsto M. decumbens najdemo pretežno v gorah na vlažnih in senčnih mestih 
severne, osrednje in jugozahodne Evrope ter naprej v Rusiji (Grau, 1964, Tutin in sod. 
1972). 
Po podatkih vseh štirih izdaj Male flore Slovenije (Martinčič, 1969; 1984; 1999; Strgulc 
Krajšek, 2007), M. sylvatica v Sloveniji uspeva na travnikih, v vlažnih gozdovih in na 
grmovnatih pobočjih od nižine, pa vse do subalpinskega pasu. Izjema je 
submediteransko območje, kjer vrsta še ni bila opažena (Jogan in sod., 2001). Za vrsto 
M. decumbens, ki je bila prvič opisana v Sloveniji – locus classicus ima v Ljubljani 
(Host, 1827), je razširjenost v Sloveniji še nejasna (Strgulc Krajšek, 2007, Sušnik, 
2016). To velja predvsem za podvrsto M. decumbens subsp. decumbens, ki jo zaradi 
podobnosti z M. sylvatica pogosto zamenjujejo, medtem ko naj bi spremenljiva 
spominčica (M. decumbens subsp. variabilis (Angelis) Grau [M. sylvatica (Ehrh.) 
Hoffm. subsp. variabilis (Angelis) Nym., M decumbens Angelis]) uspevala na vlažnih 
tratah subalpinskega pasu (Strgulc Krajšek, 2007) na Vajnežu oz. Belščici (Dolšak, 
1929). 
Za vrsti M. sylvatica in M. decumbens je v določevalnih ključih navedenih kar nekaj 
morfoloških znakov, po katerih ju lahko med seboj razlikujemo. Nekaj razlik je 
predstavljenih v preglednici 2. 
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Preglednica 2: Razlike v morfoloških znakih med M. sylvatica in M. decumbens (Grau 1964; Tutin in 
sod., 1972; Pignatti, 1982; Štěpánková, 1993; Strgulc Krajšek, 2007; Fischer in sod., 2008) 
Znak \ vrsta M. sylvatica M. decumbens 
Rastna oblika dvoletnica ali zelnata trajnica zelnata trajnica 
Koreninski sistem šibak koreninski sistem plazeča korenika 
Višina rastline do 50 cm  20–50 cm  
Pritlični listi kratkopecljati dolgopecljati 
Stebelni listi širokopodolgasti jajčasti 
Čašni zobci črtalasti do ozko trikotni ozko do široko trikotni 
Čašni listi enako dolgi ali krajši kot venčna cev daljši od venčne cevi 
Kavljasti laski na 
čaši 
0,2 mm 0,3 – 0,5 mm (Strgulc Krajšek, 2007; 
Fischer in sod., 2008), 0,4 mm (Tutin in 
sod., 1972; Pignatti, 1982), 0,4 – 0,6 mm 
(Grau, 1964) 
Oblika plodiča koničast, črn,  koničast, črn,  
Brazgotina plodiča majhna okrogla široko ledvičasta 
Velikost plodiča dolg 1,4– 1,8 mm (Fischer in sod., 
2008), do 1,6 mm (Grau, 1964), 1,7 
mm (Pignatti, 1982), do največ 1,8 
mm (Tutin in sod., 1972) 
dolg približno 2 mm (Grau, 1964; 
Pignatti, 1982; Strgulc Krajšek, 2007; 
Fischer in sod., 2008), 2–3 mm (Tutin in 
sod., 1972) 
Velikost peloda 6,0 µm (Štěpánková, 1993), 6,5 µm 
(Grau, 1964) 
8,0 µm 
Pri dosedanjih raziskavah gozdnih spominčic v Sloveniji se je izkazalo, da pri nas 
nabranih rastlin gozdne in polegle spominčice ne moremo enostavno določiti na podlagi 
morfoloških znakov, ki so zapisani v obstoječih določevalnih ključih, saj obstaja mnogo 
primerkov s povsem vmesnimi stanji znakov (Sušnik 2016). To bi lahko pomenilo 
prisotnost novega taksona (takson X), ali pa večje variabilnosti M. sylvatica ali M. 
decumbens, kot je zapisana v literaturi. Edini res uporaben morfološki znak, po katerem 
se vmesni predstavniki razlikujejo od drugih dveh vrst (preglednica 3), je dolžina 
pelodnih zrn, drugi znak pa je še dolžina najdaljših kavljastih laskov na čaši (Sušnik, 
2016).  
Preglednica 3: Vmesna morfološka znaka med M. sylvatica in M. decumbens (povzeto po Sušnik, 2016: 
63) 
Znak \ vrsta M. sylvatica M. decumbens Takson X 
Dolžina najdaljših 
kavljastih laskov na čaši 
0,2–0,4 mm 0,4–0,6 mm 0,3–0,6 mm 
Dolžina pelodnega zrna okrog 6 µm okrog 8 µm okrog 7 µm 
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Na sliki 3 je vidna geografska razporeditev vzorcev spominčic z različno velikimi 
pelodnimi zrni (Strgulc Krajšek, osebni vir). 
 
Slika 3: Geografska razporeditev vzorcev iz skupine gozdnih spominčic, pri katerih je bila izmerjena 
velikost pelodnih zrn. Legenda: črna pika: M. sylvatica, 5,2–6,5 µm, bela pika: vmesni takson, 6,6–7,5 
µm, rdeča pika: M. decumbens, 7,6–8,8 µm (Strgulc Krajšek, neobjavljeno) 
Morebiten nov takson, ki ima velikost peloda približno 7 µm, je v Sloveniji močno 
razširjena predvsem v predalpskem in alpskem območju ter naprej v jugovzhodni 
Avstriji. Nekaj lokacij je znanih tudi na območju submediterana, preddinarskega in 
dinarskega območja. Spominčice, ki imajo velikost pelodnih zrn nad 7,6 µm in ki smo 
jih določili kot vrsto M. decumbens, so v Sloveniji bistveno redkejše in obsegajo le 
nekaj lokacij na dinarskem in alpskem območju, nekoliko pogostejše pa so na območju 
jugovzhodne Avstrije. Zaradi množične razširjenosti morebitne nove vrste se je pojavil 
dvom, da gre res za novi takson. Mnogo verjetneje gre za primerke vrste M. decumbens, 
ki imajo drugačne morfološke značilnosti kot so navedene v literaturi. To smo želeli 
preveriti z našo analizo melukulskih označevalcev.  
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2.3 GENETSKE ZNAČILNOSTI SPOMINČIC 
2.3.1 Velikost jedrnega genoma 
Od ugotovitve, da je znotraj posamezne vrste velikost jedrnega genoma enaka, ta 
lastnost predstavlja pomemben podatek o vsaki od vrst (Garcia in sod., 2014). Količino 
jedrne DNA izražamo kot vrednost C, ki je konstantna, vrednost 1C pa je definirana kot 
količina nepodvojenega haploidnega genoma osebka, ki ga vsebujejo jedra po mejozi. 
Količino DNA lahko izrazimo kot maso v pikogramih (1 pg = 10-12 g) ali kot število 
nukleotidnih parov v enoti mega- ali gigabaznih parov (1 pg = 978 Mb) (Garcia in sod., 
2014). Količina jedrne DNA se med celičnim ciklom spreminja. Jedra somatskih celic 
sporofitov kritosemenk, ki se mitotsko delijo, vsebujejo vrednosti DNA od 2C (telofaza 
mitoze in faza G1 interfaze) do 4C (faza G2 interfaze in profaza mitoze) in vmesne 
vrednosti, t.j. ko se DNA podvojuje (faza S interfaze) (Dolenc Koce, 2001).  
Velikost jedrnega genoma je za vrsto M. sylvatica 2C = 0,62 pg DNA (Jamnik 
Zupančič, 2016) oz. 2C = 0,56 pg DNA (Kobrlová in Hroneš, 2019), za vrsto M. 
decumbens pa 2C = 1,21 pg DNA (Jamnik Zupančič, 2016). Za vrsto M. alpestris 
podatka o velikosti jedrnega genoma nismo našli. 
Jamnik Zupančič (2016) je poskusila ugotoviti, ali se vmesni primerki, ki bi pripadali 
morebitnemu novemu taksonu iz skupine gozdne spominčice, od M. sylvatica in M. 
decumbens razlikujejo po velikosti jedrega genoma. Izkazalo se je, da imajo ti primerki 
velikost genoma značilno za M. decumbens, kar je prikazano na sliki 4 (Jamnik 
Zupančič, 2016). 
 
Slika 4: Velikost jedrnega genoma vrst iz skupine gozdne spominčice. Križci označujejo vrednosti 2C 
posameznega koreninskega vršička, njihovo povprečje označuje črta. Oznake: M. syl. – M. sylvatica, M. 
dec. – M. decumbens, M. X - novi takson rodu Myosotis (povzeto po Jamnik Zupančič, 2016: 31)  
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2.3.2 Kariologija 
Tudi število kromosomov znotraj posamezne vrste je (naj bi bilo) konstantno (Stace, 
1989), kar pa vedno ne drži. Pri nekaterih vrstah, na primer tistih iz rodu dresnikov 
(Fallopia sp.), zaradi poenostavljene obravnave v eno vrsto uvrščamo predstavnike z 
različnimi kromosomskimi števili (Tiébré in sod., 2007; Bailey in sod., 2009). 
Stace (1989) navaja, da bolj kot so si vrste sorodne, večja je verjetnost, da imajo enako 
kromosomsko število in obratno. Vendar se zaradi posebnega mehanizma, t.i. 
poliploidije lahko zgodi, da pride med ozko sorodnimi vrstami do precejšnjih razlik v 
kromosomskem številu (Stace, 1989). Poliploidija je stanje, ko ima organizem v celici 
tri ali več kompletnih garnitur kromosomov (Leitch in Bennett, 1997). 
Osnovno kromosomsko število (x) je pri diploidnih vrstah x = n, pri poliploidnih pa je n 
večkratnik vrednosti x (Stace, 1989). Pojav je zelo pogost v rastlinskem svetu, bistveno 
redkejši je pri živalih (Leitch in Bennett, 1997). Stebbins (1947) poliploidijo deli na 
avtopoliploidijo (podvojitev lastnega genoma), alopoliploidijo (podvojitev raznorodnih 
setov kromosomov, ki je posledica hibridizacije med dvema različnima vrstama) in 
segmentno alopoliploidijo, pri čemer osebki vsebujejo več kot dva delno spremenjena 
genoma. Poliploidizacija se je v evoluciji kritosemenk zgodila vsaj enkrat in je 
pomembno gonilo evolucije vseh rastlin (Wendel, 2015; Madlung, 2013). Posledice so 
lahko morfološke (spremenjen čas cvetenja), fenotipske ali fiziološke spremembe. 
Posledica poliploidizacije je lahko tudi povečana heterozigotnost ali pridobitev 
sposobnosti nespolnega razmnoževanja (De Storme in Mason, 2014). Speciacija vrste je 
pri poliploidiji nenadna, ker se lahko zaradi križanja med dvema vrstama hitro vzpostavi 
bariera, ki preprečuje genski pretok med novonastalim poliploidom in njegovimi 
predniki (Madlung, 2013). Poznamo dva načina nastanka poliploidije: pri prvem načinu 
pride do podvojevanja kromosomskega števila v celici zaradi mitoze, ki ne vodi v 
delitev celice. Pri drugem načinu, ki je sicer bolj pogost, pa poliploidija nastane kot 
posledica napak v mejozi ali pri oploditvi (Heslop-Harrison, 2001). 
Skupine vrst, ki so nastale s poliploidizacijo iz istih izvornih vrst, imenujemo 
poliploidni kompleks. Ta je značilen tudi za rod spominčic, saj so vrste znotraj rodu 
lahko diploidne, tetraploidne, heksaploidne in tudi anevploidne (Grau, 1964;  
Štěpánková, 1993). 
Vrste iz skupine planinske in gozdne spominčice imajo naslednja kromosomska števila: 
• M. alpestris ima različna kromosomska števila, ki so posledica poliplodije 
(Štěpánková, 1993): 2n = 24, 48, 72, 70 (Grau, 1964; Murín in Paclová, 1979; 
Štěpánková, 1993; Štěpánková, 1996; Štěpánková, 2006). 
Podvrsta planinske spominčice M. alpestris subsp. alpestris ima lahko pri 
različnih varietetah kromosomska števila 24, 48, 72 ali 70. Podvrsta M. alpestris 
subsp. galica ima kromosomsko število 2n = 24 in M. alpestris subsp. ambigens 
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2n = 24 (Grau, 1964). Variabilnost kromosomskih števil se ne odraža na 
morfoloških znakih (Štěpánková, 2006). 
• M. stenophylla ima kromosomsko številno 2n = 24, 48 (Grau, 1964; Tutin in 
sod. 1972; Štěpánková, 1996; Štěpánková, 2006). Populacije so diploidne ali 
tetraploidne (Štěpánková, 1996; Štěpánková, 2006). 
• M. suaveolens ima prav tako kromosomsko število 2n = 24, 48 (Grau, 1964; 
Tutin in sod., 1972; Štěpánková, 1996; Štěpánková, 2006), kjer so prav tako 
odkrili, da so populacije lahko diploidne oz. tetraploidne (Štěpánková, 1996; 
Štěpánková, 2006). 
• M. sylvatica ima običajno kromosomsko število 2n = 18 (Merxmüller in Grau, 
1963; Grau, 1964; Pashuk, 1987; Štěpánková, 1993; Králik, 2007), vendar je 
Grau (1964) na Avstrijskem Štajerskem odkril tudi populacijo gozdnih 
spominčic, ki je izjemoma imela kromosomsko število 2n = 20. Gre za redko 
izjemo, saj je za vrsto značilno kromosomsko število 2n = 18 (Grau, 1964). 
Za podvrste v skupini gozdne spominčice je Grau (1964) ugotovil, da ima 
podvrsta M. sylvatica subsp. sylvatica kromosomsko število 2n = 18 (20), M. 
sylvatica subsp. subarvensis 2n =18, M. sylvatica subsp. cyanea 2n =18 (20) in 
M. sylvatica subsp. elongata kromosomsko število 2n = 22. 
• M. decumbens je poliploidna vrsta in ima kromosomsko število 2n = 32 
(Merxmüller in Grau, 1963; Grau, 1964; Blaise, 1981; Luque, 1992). 
Podvrste polegle spominčice imajo naslednja kromosomska števila: M. 
decumbens subsp. decumbens 2n = 32, M. decumbens subsp. teresiana 2n = 32 
(34), M. decumbens subsp. variabilis 2n = 32 in M. decumbens subsp. karneri s 
kromosomskim številom 2n = 32 (Grau, 1964). 
Kariogrami za vrste M. sylvatica, M. decumbens in M. alpestris so prikazani na sliki 5. 
 
Slika 5: Kariogrami za vrste M. sylvatica, M. decumbens in M. alpestris (povzeto po Grau, 1964: 608, 
610)  
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Da obstaja povezava med kromosomskim številom in pelodnimi zrni je dokazal že 
Geitler (1936), ki je ugotovil, da je razmerje med volumnom pelodnih zrn in 
kromosomskimi števili 1 : 1,3 : 1,5–1,6 = 12: 24: 36. Povezavo je ugotovil tudi Grau 
(1964), ki je za skupino gozdne spominčice ugotovil, da se z velikostjo pelodnega zrna 
premo sorazmerno povečuje tudi kromosomsko število, kar je še posebej razvidno pri 
vrsti M. alpestris. 
2.3.3 Rastlinska genetika 
Rastlinska celica vsebuje tri različne genome, ki se nahajajo na različnih mestih v celici 
in se med seboj razlikujejo tako po strukturi kot po genih, ki jih vsebujejo (Judd in sod., 
2015). Poleg jedrnega genoma (nDNA) je prisoten še organelni, kamor uvrščamo 
plastidni (cpDNA) in mitohondrijski (mtDNA) genom (Sang in sod., 2020). Nekateri 
avtorji (npr. Petit in sod., 1998; Heinze, 2007; Judd in sod., 2015; Kang in sod., 2017; 
Nio in sod., 2018) namesto o plastidnem govorijo o kloroplastnem genomu oz. 
kloroplastni DNA, vendar bomo mi temu rekli plastidna DNA, saj so kloroplasti le ena 
vrsta plastidov, vsi plastidi pa vsebujejo enak dedni zapis kot kloroplasti (Cooper, 
2000). 
Jedrni genom se deduje biparentalno (od obeh staršev), plastidni in mitohondrijski pa se 
pri kritosemenkah običajno dedujeta samo po ženski liniji (uniparentalno). Vsi trije 
genomi se med seboj razlikujejo tudi po velikosti, pri čemer je največji jedrni genom, ki 
je linearen, sledi mitohondrijski in nato plastidni genom. Slednja dva imata tako kot 
bakterije, iz katere sta nastala, krožna genoma. Največja posebnost plastidnega genoma 
sta dve regiji, ki kodirata enake gene, vendar v nasprotni smeri – obrnjeni ponovitvi. Vsi 
trije genomi se uporabljajo v sistematski genetiki, vendar se za ugotavljanje odnosov 
med organizmi prednostno uporablja jedrni oz. plastidni genom (Judd in sod., 2015). 
Razlog je majhno število mutacij (Petit in sod., 1998), kar za mitohondrijski genom ne 
drži. Zanj so namreč značilne pogoste prerazporeditve genov, ki se dogajajo celo znotraj 
posameznega individuuma in povzročajo heteroplazmijo (prisotnost različnih kopij 
mitohondrijske DNA v različnih mitohondrijih enega osebka). Prerazporeditve se ne 
razlikujejo med posameznimi vrstami ali skupinami organizmov in se ga zato le redko 
uporablja (Judd in sod., 2015). Pogosto se v mitohondrijski genom integrirajo tuje 
sekvence, ki so ponavadi del kloroplastne DNA (Palmer, 1992). 
2.3.3.1 Molekulski označevalci 
Vrste lahko poleg morfologije ločujemo tudi na molekulskem nivoju s pomočjo DNA 
profilov. Črtna koda DNA (angl. DNA barcoding) je kratek odsek nukleotidnega 
zaporedja določenega gena v genomu vrste in je uporabno orodje za določevanje vrst, 
filogenetske in evolucijske študije, raziskovanje biodiverzitete … (Cowan in Fay, 2012; 
Li in sod., 2014; Kang in sod., 2017). Lahko se uporablja ena ali več črtnih kod, ki so 
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univerzalne in prisotne pri vseh proučevanih vrstah (Nio in sod., 2018). V rastlinskem 
svetu sta kot najbolj uporabni črtni kodi predlagana plastidna gena rbcL in matK, poleg 
njiju pa še plastidni vmesnik trnH-psbA in jedrni ITS (Li in sod., 2014; Kang in sod., 
2017). Poleg omenjenih se kot plastidni označevalci uporabljajo še ndhF, atpB, rpoC1, 
rpoC2, psbz-trnfM (Heinze, 2007; Calonje in sod., 2009), kot jedrni pa ETS (zunanji 
prepisani vmesnik, angl. external transcribed spacer), SSR (mikrosateliti ali enostavne 
ponovljive sekvence, angl. simple sequence repeats), TE (transponibilni elementi ali 
angl. transposable elements), jedrni introni in promotorske regije (Calonje in sod., 
2009). Pomembne lastnosti črtnih kod so splošna uporabnost pri vseh taksonih z 
uporabo standardiziranih začetnih oligonukleotidov, dolžina črtne kode (približno 750 
bp) in možnost enostavnega sekvenciranja. Po drugi strani morajo biti črtne kode dovolj 
variabilne, da lahko razlikujemo med posameznimi vrstami, sekvence pa take, da jih 
lahko zlahka poravnamo in med seboj primerjamo (Cowan in Fay, 2012). Spodaj so 
predstavljeni štirje najpomembnejši enolokusni (Li in sod., 2014) molekulski 
označevalci, vendar nihče od njih ni primeren za vse vrste (Enan, 2015). Podrobneje je 
predstavljena le regija ITS, ki smo jo uporabili v naši raziskavi. Zanjo smo se odločili, 
ker se je pri spominčicah izkazala kot uspešna za razlikovanje med vrstami (Winkworth 
in sod., 2002). 
2.3.3.1.1 Regija rbcL 
Kodirajoča regija cpDNA rbcL je splošno uporabna predvsem zaradi univerzalnosti, 
enostavnega pomnoževanja, sekvenciranja in poravnave sekvenc. Uporabna je 
predvsem za razlikovanje rastlinskih vrst na nivoju družine in rodu, ne pa na nivoju 
vrste in nižjih taksonomskih nivojev (Li in sod., 2014; Enan, 2015; Kang in sod., 2017). 
Težavo lahko predstavlja tudi dolžina gena, ker je zaradi plastidnega genoma potrebno 
sekvencirati dve verigi, kar lahko pomeni uporabo štirih začetnih oligonukleotidov (Li 
in sod., 2014). Hollingsworth s sod. (2009) kot osnovno črtno kodo predlaga 
kombinacijo regije rbcL in matK, ki predstavljata ugodno rešitev glede na univerzalnost, 
kakovost sekvenc, kakovost v razlikovanju med vrstami in cenovno ugodnostjo. 
Uspešnost uporabe kombinacije obeh označevalcev je bila v študiji, ki jo je opravil 
Hollingsworth s sod. (2009), 72 %. 
2.3.3.1.2 Regija matK 
Kodirajoča regija matK se nahaja znotraj introna trnK v cpDNA in je dolga približno 
1500 bp (Kar in sod., 2015; Kang in sod., 2017). Evolucijska hitrost tega gena je 
izjemno hitra, kar 2–3 krat višja kot pri regiji rbcL, vendar polovico nižja kot pri regiji 
ITS (Kang in sod., 2017). Regija matK je splošno uporabna v sistematiki in evolucijski 
botaniki (Kang in sod., 2017), ker jo je enostavno pomnoževati, sekvencirati in 
poravnati sekvence za večino kopenskih rastlin (Enan, 2015). Je zelo uporabna črtna 
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koda znotraj kritosemenk, ne pa tudi znotraj golosemenk in brezcvetnic, kjer je 
uspešnost pomnoževanja in sekvenciranja relativno nizka (Li in sod., 2014; Enan, 
2015). 
2.3.3.1.3 Regija trnH-psbA 
Regija trnH-psbA je trenutno ena izmed najbolj uporabljenih črtnih kod plastidne DNA 
(Li in sod., 2014; Enan, 2015; Kang in sod., 2017). Gre za nekodirajoči vmesnik, ki se 
nahaja med dvema genoma, njegova dolžina pa pri večini kritosemenk znaša med 340 in 
660 bp (Enan, 2015; Kang in sod., 2017). Zaradi prisotnosti kratkih (75 bp) in zelo 
ohranjenih (konservativnih) sekvenc na obeh koncih regije, je lažje izdelati univerzalne 
začetne oligonukleotide (Li in sod., 2014; Enan, 2015; Kang in sod., 2017), ki uspešno 
pomnožujejo regijo pri skoraj vseh kritosemenkah (Li in sod., 2014). Uporaba 
nekodirajočega vmesnika trnH-psbA jasno pokaže razlike med sekvencami, ker regija 
vsebuje veliko insercij in delecij (Kress in Erickson, 2007). Vendar težavo predstavlja 
poravnava sekvenc, saj se insercije in delecije v tej regiji pogosto pojavljajo tudi med 
vrstami, ki so si genetsko zelo sorodne, kar vodi do različno dolgih odsekov in 
posledično do težav pri primerjavi različnih rodov (Enan, 2015; Kang in sod., 2017). 
2.3.3.1.4 Regija ITS 
Zaporedje ITS (notranji prepisani vmesnik ali angl. internal transcribed spacer) se 
nahaja znotraj zapisa za 18S in 26S jedrne ribosomalne DNA (nrDNA) (slika 6) in je 
najbolj uporabljan molekulski označevalec za razlikovanje rastlinskih vrst, rastlinsko 
filogenijo ter analize sistema črtnih kod DNA (Sun in sod., 2013; Cheng in sod., 2016). 
Poleg rastlin se regijo pogosto uporablja tudi za ugotavljanje molekulskih razlik znotraj 
kraljestva gliv in živali (Sun in sod., 2013). Zaporedja ribosomalne DNA (rDNA) so 
zelo ohranjena in se med evkarionti ne razlikujejo prav veliko, medtem ko sta regiji 
ITS1 in ITS2 vrstno specifični in variabilni zaradi številnih mutacij, insercij ali delecij 
(Slanc in sod., 2006; Edger in sod., 2014), zato evolucija na teh mestih poteka bistveno 
hitreje kot na ohranjenih mestih (Nilsson in sod., 2009). Geni za posamezne podenote 
rDNA (18S, 5,8S in 26S) se nahajajo v tandemu in se v genomu ponovijo do 1000× ter 
predstavljajo tudi do 10 % vsega genoma (Slanc in sod., 2006; Edger in sod., 2014; 
Cheng in sod., 2016). 
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Slika 6: Regija rDNA pri rastlinah (Edger in sod., 2014: 3) 
Celotna dolžina regije ITS je pri kritosemenkah običajno med 500–700 bp, pri 
golosemenkah pa je zaporedje bistveno daljše in se običajno giblje med 1500–3700 bp 
(Edger in sod., 2014). Pomnoževanje zaporedij ITS ima nekaj prednosti: ker je 
zaporedje kratko, je pomnoževanje takega odseka enostavno, pa tudi sekvenciranje je 
učinkovito (Sun in sod., 2013). Začetni oligonukleotidi so načrtovani na ohranjenih 
zaporedjih 18S in 28S oz. 26S rDNA-genov (Cheng in sod., 2016) za pomnoževanje 
regije ITS (ITS1, ITS4 in ITS5) in so se že od začetka izkazali za zelo univerzalne tako 
za delo z rastlinami kot glivami (Sun in sod., 2013). Zaradi številnih kopij rDNA lahko 
pomnožujemo zaporedja ITS tudi ko imamo malo ali zelo razredčeno DNA oz. ko je 
DNA že zelo razgrajena. Med vrstami se regija ITS močno razlikuje, kar nam omogoča 
uspešno razlikovanje tudi na nivoju vrste. Kljub pozitivnim lastnostim pa ima 
pomnoževanje te regije eno slabo lastnost in sicer, da začetni oligonukleotidi poleg 
rastlin dobro pomnožujejo regijo ITS tudi pri glivah, kar lahko otežuje delo v primeru 
kontaminacije rastlin z glivami in posledično nadaljnje filogenetske raziskave (Sun in 
sod., 2013). Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje regije ITS so včasih vzrok za 
nespecifičnost vezave na želen odsek DNA, slabše rezultate verižne reakcije s 
polimerazo in slabše rezultate sekvenciranja (Hollingsworth, 2011), ker so bili najbolj 
uporabljani pari začetnih oligonukleotidov primarno narejeni za uporabo znotraj 
kraljestva gliv. Ker so glive velikokrat simbiontski partner rastlin, se lahko hitro zgodi, 
da ob pomnoževanju odseka ITS pri rastlinah dobimo tudi pomnožene odseke ITS gliv 
(White in sod., 1990; Rodriguez in sod., 2009). Zaradi omenjene težave je Cheng s sod. 
(2016) pripravil nove začetne oligonukleotide, ki so specifični za rastline in povečujejo 
uspešnost pomnoževanja odsekov ITS, ne da bi pri tem pomnoževali tudi odseke glivne 
DNA. 
2.4 PODATKOVNI BAZI GenBank IN BLAST 
Na začetku leta 1970 so začeli znanstveniki zbirati sekvence DNA in beljakovin. 
Njihovo število je nato začelo eksponentno naraščati in narašča še danes, kar je prineslo 
veliko uporabnost, saj je zaradi velikega števila sekvenc večja verjetnost, da se za 
iskano sekvenco najde homologija (Lobo, 2008; Altschul in sod., 1990). 
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Pri delu s sekvencami si lahko pomagamo z obstoječimi bazami podatkov in številnimi 
računalniškimi programi, ki nam omogočajo poravnave sekvenc in njihove primerjave 
bodisi med seboj ali s podatki iz različnih baz. 
GenBank je obširna baza podatkov, ki jo je ustanovil Nacionalni center za 
biotehnološke informacije (»National Center for Biotechnology Information« ali NCBI) 
in obsega sekvence tako posameznih genov kot tudi celotnih genomov (Judd in sod., 
2015; Benson in sod., 2009). Svetovno pokritost podatkov zagotavlja vsakodnevna 
izmenjava informacij z evropsko (»European Molecular Biology Laboratory Nucleotice 
Sequence Database«) in japonsko (»DNA Data Bank of Japan«) bazo podatkov (Benson 
in sod., 2009). 
Eno najbolj uporabljanih orodij za proučevanje sekvenc DNA in beljakovin je t.i. orodje 
BLAST (»Basic Local Alignment Search Tool«) (Lobo, 2008). S pomočjo 
računalniškega algoritma, ki ga je razvil NCBI in je registrirana blagovna znamka 
Nacionalne medicinske knjižnice (»National Library of Medicine«) v ZDA, lahko 
poiščemo podobne regije med različnimi biološkimi sekvencami (BLAST: Basic … , 
2019; NIH: Programs & … , 2019; Lobo 2008). Hkrati nam omogoča primerjavo z 
zaporedji, ki so v bazi podatkov in nam izračuna statistično pomembnost ujemanja 
sekvenc (BLAST: Basic … , 2019). Tako orodje nam je lahko v pomoč pri ugotavljanju 
evolucijskih odnosov med posameznimi sekvencami ter nam lahko pomaga pri 
ugotavljanju, kateremu genu pripada izbrana sekvenca (BLAST: Basic … , 2019).  
V podatkovni bazi GenBank je trenutno na voljo 19 različnih pristopnih številk za regijo 
ITS za skupini planinske in gozdne spominčice, ki nam omogočajo dostop do sekvenc 
in z njimi povezanimi podatki (dolžina sekvence, članek, v katerem je bila sekvenca 
objavljena,…). 
2.5 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO IN ELEKTROFOREZA 
2.5.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction ali PCR) je vsesplošno 
uporabljana metoda za encimsko pomnoževanje izbranih odsekov DNA, s katero v zelo 
kratkem času dobimo veliko število kopij izbranega odseka DNA. Gre za občutljivo 
metodo, pri kateri potrebujemo zelo majhno količino izhodiščne DNA (Garibyan in 
Avashia, 2013). Poleg DNA so za izvedbo verižne reakcije s polimerazo potrebni 
začetni oligonukleotidi, nukleotidi, DNA-polimeraza, pufer za DNA-polimerazo in 
ustrezna koncentracija magnezijevega klorida (Lorenz, 2012; Garibyan in Avashia, 
2013). Začetni oligonukleotidi so kratki fragmenti DNA z določenim zaporedjem, ki so 
komplementarni mejnim regijam fragmenta DNA, ki ga želimo pomnožiti (Garibyan in 
Avashia, 2013). 
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Mešanico vseh zgoraj omenjenih sestavin se pripravi v mikrocentrifugirki in vstavi v za 
to namenjeno napravo, ki reakcijsko mešanico najprej segreje do temperature 
denaturacije DNA (verigi dvojne vijačnice se razkleneta). Temperatura se nato zniža, da 
se lahko začetni oligonukleotidni vežejo na tarčno zaporedje DNA. Ta proces 
imenujemo prileganje (angl. annealing), ki se med začetnimi oligonukleotidi in izbrano 
verigo DNA lahko zgodi le, če se njuni zaporedji v večjem deležu nukleotidov ujemata. 
Nato se temperatura ponovno poviša, da DNA-polimeraza z dodajanjem nukleotidov na 
3' OH konec začetnih oligonukleotidov izgradi komplementarno verigo. Z vsako 
ponovitvijo teh treh korakov zviševanja oz. zniževanja temperature, se število nastalih 
kopij molekul DNA podvoji (slika 7) (Garibyan in Avashia, 2013). 
 
 
Slika 7: Postopek pomnoževanja DNA z verižno reakcijo s polimerazo (Garibyan  in Avashia, 2013: 2) 
2.5.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je najlažja in najbolj uporabljena metoda za analizo in 
vizualizacijo produktov PCR. Omogoča določitev prisotnosti produkta PCR in njegove 
velikosti ob sočasni uporabi standardiziranega molekulskega označevalca (Garibyan in 
Avashia, 2013). 
Za detekcijo DNA v produktih PCR lahko uporabimo dve metodi: pred PCR 
pomnoževanjem označimo začetne oligonukleotide oz. nukleotide s fluorescentnimi 
barvili ali pa uporabimo etidijev bromid (EtBr) (Garibyan in Avashia, 2013), ki ga 
dodamo gelu in če je potrebno tudi pufru za elektroforezo (Lee in sod., 2012). Agarozni 
gel lahko na transluminatorju presvetlimo z UV svetlobo in na ta način preverimo, ali 
smo dobili pričakovano velikost pomnoženih odsekov DNA z agarozno gelsko 
elektroforezo. EtBr je karcinogen, zato je pri delu z njim potrebno biti previden. Kljub 
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temu pa je njegova uporaba splošno zelo razširjena zaradi občutljivosti in cenovne 
ugodnosti  (Lee in sod., 2012). 
2.6 SEKVENCIRANJE IN ANALIZA SEKVENC 
Sekvenciranje je določanje natančnega zaporedja nukleotidov v molekuli DNA. 
Sekvenciramo lahko posamezni gen ali celoten genom, pri čemer dobimo sekvence 
nukleotidov različnih genov, ki se nahajajo znotraj izbranega genoma (Judd in sod., 
2015). 
Najpogosteje uporabljena načina za sekvenciranje posameznih fragmentov DNA sta 
sekvenciranje po Sangerju (angl. Sanger sequencing) in sekvenciranje naslednje 
generacije (angl. next-generation sequencing) (Totomoch-Serra in sod., 2017). 
Pri sekvenciranju naslednje generacije lahko določamo nukleotidno zaporedje več 
milijonov do milijard fragmentov DNA hkrati (Behjati in Tarpey, 2013; Kulski, 2016), 
zato počasi nadomešča metodo sekvenciranja po Sangerju (Sikkema-Raddatz in sod., 
2013). Znotraj sekvenciranja naslednje generacije sta se razvili sekvenciranje druge- in 
tretje generacije, pri čemer je slednja bolj učinkovita in časovno manj potratna od prve 
zaradi zmanjšanja števila potrebnih reakcij in izboljšanja sistema za detekcijo (Kulski, 
2016). Glede na trenutni trend lahko pričakujemo, da se bo sekvenciranje v naslednjih 
desetletjih še nadalje razvijalo in izboljševalo. 
Eden najpomembnejših korakov za rekonstrukcijo filogenije ali za ugotavljanje vzorcev, 
ki so se ohranili skozi evolucijo, je poravnava sekvenc. Poravnava ali primerjava 
sekvenc pomeni, da se sekvence uredi tako, da je med njimi največje možno ujemanje 
(Judd in sod., 2015; Chenna in sod., 2003). Na ta način lahko sledimo številnim 
mutacijam v molekuli DNA, ki so se dogajale med evolucijo. Pri točkovnih mutacijah, 
kjer pride do zamenjave enega nukleotida z drugim (substitucija, Slika 6), se dolžina 
sekvence ne spremeni, pri insercijah in delecijah pa se dolžina sekvence podaljša oz. 
skrajša (Judd, 2015). Poravnamo lahko celotno dolžino posamezne sekvence ali le 
določen odsek (Chenna in sod., 2003). Za to obstajajo številni računalniški programi  in 
orodja, med katerimi sta tudi MEGA (Kumar in sod., 2015) in BLAST (Altschul in sod., 
1990). Končne poravnave lahko vsebujejo t.i. vrzeli (angl. gaps), ki nadomeščajo 
nastale insercije in delecije v molekuli DNA ter tako omogočijo boljšo primerjavo med 
dvema ali več sekvencami (slika 8) (Judd, 2015; Mount, 2004). 
 
Slika 8: Odseki treh poravnanih sekvenc nrDNA, ki vsebujejo dve substituciji (v sekvenci 1) in vrzel (-) 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORČENJE 
Vzorčenje je bilo opravljeno med letoma 2014 in 2018 v različnih delih Slovenije in na 
obmejnih območjih Avstrije, Italije in Hrvaške. Lokacije (razen vzorcev 1143–1145), na 
katerih smo vzorčili, so predstavljene na sliki 9. Vzorci 1143, 144 in 1145, ki so bili 
nabrani v notranjosti Avstrije, na sliki niso prikazani. Zemljevid smo izdelali v 
programu Kararas (Jogan, 2001). 
Podatki o vzorcih so zbrani v Prilogi A. 
Na vzorčnih mestih je bil za namene molekularnih študij nabran vsaj po en 
nepoškodovan in z glivami nekontaminiran stebelni list, ki je bil shranjen v posodici s 
silikagelom. Nekatere vzorce smo nabrali sveže v obliki celih rastlin, nato pa smo v 
laboratoriju izolirali po nekaj listov in jih zavite v aluminijasto folijo shranili v skrinji 
pri temperaturi –80 °C.  
Dokazni herbarijski material je shranjen v herbarijski zbirki LJU.  
 
Slika 9: Nahajališča vzorcev, ki smo jih vključili v analizo zaporedja ITS 
 
3.2 MERITVE VELIKOSTI PELODNIH ZRN 
Z vsakega herbariziranega primerka spominčic, ki so bile vključene v analizo DNA, 
smo s pinceto odtrgali en lepo razvit cvet. Zaradi krhkosti suhega materiala smo cvet za 
nekaj minut namočili v vrelo vodo in ga nato prenesli v kapljico vode na objektnem 
stekelcu. S pomočjo stereolupe Zeiss Stemi SV 11 smo izpreparirali dve prašnici, 
preostali del cveta pa smo shranili za morebitne ponovne meritve. Izpreparirani prašnici 
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smo pokrili s krovnim stekelcem, ju malce potolkli s pinceto, da so se pelodna zrna 
sprostila in preparat pogledali pod mikroskopom Zeiss Axiaoskop 2 MOT s kamero 
Zeiss Axiocam MRc na 100- in 400-kratni povečavi. Velikost oz. dolžino pelodnih zrn 
smo izmerili s pomočjo računalniškega programa AxioVision 4.8. Pri meritvah smo bili 
pozorni na to, da je bilo izmerjeno pelodno zrno postavljeno linearno ter da se ni 
prekrivalo z drugimi pelodnimi zrni. Pri vsakem vzorcu smo izmerili velikost 20 
pelodnih zrn, meritve prenesli v tabelo in v programu MS Excel za posamezni vzorec 
izračunali povprečno velikost pelodnih zrn. Natančnost meritev je bila 0,01 µm. 
Velikosti peloda vzorcev 279, 280 in 281 nismo izmerili zaradi izgubljenega 
herbarijskega materiala. 
Črka v številčni oznaki vzorca (npr. 1134a) pomeni, da je bilo na isti lokaliteti nabranih 
več primerkov iste vrste. V tem primeru smo pelodna zrna izmerili le na eni rastlini. 
Povprečno velikost pelodnih zrn in standardni odklon smo izračunali s pomočjo 
programa Microsoft Excel.  
3.3 IZOLACIJA DNA 
DNA smo izolirali iz suhih oz. svežih listov spominčic. Suhi vzorci so bili shranjeni v 
posodicah s silikagelom, sveži vzorci pa v skrinji pri temperaturi -80 °C. 
Za izolacijo DNA smo uporabili komercialni komplet GenElute Plant Genomic DNA 
Miniprep Kit proizvajalca Sigma. Postopek izolacije je potekal po protokolu, ki je 
zapisan v navodilih proizvajalca. Zaradi večjega izkoristka smo prilagodili maso 
vzorcev in način trenja materiala. V 2 mL mikrocentrifugirko smo zatehtali približno 10 
mg suhega oz. 95 mg svežega materiala, ki smo ga strli s pomočjo kompleta keramičnih 
kroglic za homogenizacijo mehkih tkiv (Precellys CK14 Lysing Kit, Soft Tissue 
Homogenizing) in aparata Bertin Technologies (Minilys Personal Homogenizer). DNA 
smo eluirali po inkubaciji (1 min) na sobni temperaturi in šele nato po navodilih 
proizvajalca vsebino 1 minuto centrifugirali na najvišji hitrosti. 
3.4 POMNOŽEVANJE IZOLIRANE DNA Z METODO PCR 
Izolirano rastlinsko DNA smo uporabili kot vzorec za reakcije PCR. Pomnoževali smo 
jedrno ribosomalno DNA (nrDNA) in sicer regijo ITS. Za pomnoževanje smo 
največkrat uporabili kombinacijo univerzalnih začetnih oligonukleotidov ITS4 in ITS5 
(Winkword s sod., 2002), ki imata sledeče zaporedje: 
ITS4: 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3' 
ITS5: 5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3' 
Ker pri desetih vzorcih nismo dobili izbranega odseka DNA z uporabo univerzalnih 
začetnih oligonukleotidov ITS4 in ITS5, smo spremenili kombinacijo le-teh. Namesto 
24 
Stojilkovič V. Razlikovanje vrst spominčic (Myosotis spp.) s pomočjo molekulskih markerjev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
ITS5 smo uporabili specifičen rastlinski začetni oligonukleotid ITS-p5 (Cheng s sod., 
2016) z naslednjim zaporedjem: 
ITS-p5: 5' CCTTATCAYTTAGAGGAAGGAG 3' 
Izolirano DNA smo 10-krat razredčili s sterilno vodo Milli-Q, kvalitete 18,2 MΩcm (v 
nadaljevanju: avtoklavirana voda). V primeru treh vzorcev (171, 172 in 1139) pa smo 
naredili 100-kratno redčitev DNA, ker se je 10-kratna redčitev izkazala kot neuspešna. 
Za posamezno reakcijo s končnim volumnom 25 µL smo odpipetirali: 
• 17,2 µL avtoklavirane vode, 
• 2,5 µL 10× reakcijskega pufra Dream Taq Green z dodanim 20 mM 
magnezijem, 
• 0,5 µL 25 mM magnezijevega klorida (MgCl2), 
• 1 µL 10 µM začetnega oligonukleotida 1, 
• 1 µL 10 µM začetnega oligonukleotida 2, 
• 0,6 µL 10 mM deoksiribonukleotid trifosfatov dNTP (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP), 
• 0,2 µL Dream Taq DNA-polimeraze (5 enot/µL), 
• 2 µL vzorca DNA. 
Priprava reakcijske mešanice za reakcijo PCR je potekala na ledu v 500 µL 
mikrocentrifugirkah. Celoten postopek verižne reakcije s polimerazo, katerega koraki so 
predstavljeni v preglednici 4, je potekal v napravi Matercycler personal (Eppendorf). 
Temperatura vezave začetnih oligonukleotidov (kombinacija ITS4 in ITS5) je bila 
vedno 49°C, razen v primeru, ko smo uporabili kombinacijo začetnih oligonukleotidov 
ITS4 in ITSp5. V tem primeru je bila temperatura vezave začetnih oligonukleotidov 
55°C.  Število ponovitev je bilo vedno 35, razen v primeru treh vzorcev, ko smo 
poskusili s 40 ponovitvami, ker so se nam izbrani odseki pri predhodni verižni reakciji s 
polimerazo slabo pomnoževali. Z večjim številom ponovitev smo želeli zagotoviti večje 
število izbranih pomnoženih odsekov DNA. 
Pozitivna kontrola je bila DNA dresnika (Fallopia sp.), kjer smo ITS regijo že 
predhodno uspešno pomnožili. Pri negativni kontroli pa smo namesto DNA reakcijski 
mešanici za PCR dodali 2 µL avtoklavirane vode. 
  
25 
Stojilkovič V. Razlikovanje vrst spominčic (Myosotis spp.) s pomočjo molekulskih markerjev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
 
Preglednica 4: Protokol izvedbe verižne reakcije s polimerazo 
Število ponovitev Faza Temperatura [°C] Trajanje 
 Začetna denaturacija 94 5 min 
 
35 × 
Denaturacija 94 45 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 49 45 s 
Podaljševanje verige DNA 72 1 min 
 Dokončna sinteza verig DNA 72 10 min 
 Ohlajanje 4  
 
3.5 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Za preverjanje produktov verižne reakcije s polimerazo smo produkte PCR ločili z 
agarozno gelsko elektroforezo na 1 % agaroznem gelu. 
Postopek priprave 1 % agaroznega gela za gelsko elektroforezo je bil sledeč: 
• v 100 mL erlenmajerico zatehtamo 400 mg agaroze v prahu (Sigma-Aldrich), 
• dolijemo 40 mL 0,5× TBE pufra in rahlo premešamo, 
• segrevamo v mikrovalovni pečici, dokler se vsa agaroza ne raztopi, 
• ko se raztopljena agaroza nekoliko ohladi, ji dodamo 1,5 µL etidijevega bromida 
(EtBr), 
• raztopljeno agarozo vlijemo na nosilec za gel v kadički, ki ima ustrezen 
glavniček s 16 razdelki in počakamo približno 20 minut, da se gel strdi, 
• previdno odstranimo glavniček in nosilec z gelom postavimo v elektroforezno 
kadičko ter dolijemo pufer 0,5× TBE. 
V prvo jamico 1 % agaroznega gela smo nanesli 1 µL velikostnega standarda (1 kbp), v 
ostale jamice pa po 3 µL reakcijske mešanice produktov PCR, vključno s pozitivno in 
negativno kontrolo, da smo preverili zanesljivost rezultatov. Elektroforeza je potekala 
30 minut na sobni temperaturi pri napetosti 100 V/cm. Po končani elektroforezi smo 
agarozni gel postavili na transluminator in ga presvetlili UV svetlobo. Fotografijo smo 
naredili s pomočjo računalniškega programa UVI-Photo. Če je bil produkt pričakovane 
velikosti (600–900 bp), smo reakcijsko mešanico s produktom PCR shranili za 
sekvenciranje oz. v treh primerih za čiščenje DNA, v nasprotnem primeru smo 
spremenili redčitev, število ciklov ali kombinacijo začetnih oligonukleotidov.  
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3.6 ČIŠČENJE PRODUKTA PCR IZ AGAROZNEGA GELA 
Pred optimizacijo metode za pomnoževanje izbranih odsekov DNA pri spominčicah, 
smo pri treh vzorcih (1062, 1140 in 1143 1B) zaradi več nespecifičnih PCR produktov 
izrezali produkt PCR iz gela in ga očistili. V teh primerih smo preostalo mešanico PCR 
ponovno analizirali na 1 % agarozni gel. V vsako jamico smo vnesli preostanek 
mešanice PCR (približno 20 µL). Elektroforeza je tudi v tem primeru potekala 30 minut 
v 0,5× TBE pufru pri napetosti 10 V/cm gela. Dobljen produkt smo na transluminatorju 
ob presvetlitvi z UV svetlobo izrezali s skalpelom in ga po protokolu proizvajalca 
očistili z uporabo komercialnega kompleta Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System, Promega. Očiščene produkte smo nato poslali na sekvenciranje. 
3.7 SEKVENCIRANJE 
Očiščene in neočiščene produkte verižne reakcije s polimerazo smo na sekvenciranje 
poslali podjetju Macrogen v Amsterdam na Nizozemsko. 
3.8 ANALIZA SEKVENC IN DREVO SORODSTVENIH RAZMERIJ 
Vse sekvence vzorcev smo pregledali in ocenili ali je sekvenca primerna za nadaljnjo 
obdelavo ali ne. Primerne sekvence smo nato združili v eno skupno datoteko in jih v 
obliki .FAS datoteke uvozili v računalniški program MEGA 7, kjer smo jih poravnali, 
izrezali na dolžino 669 bp in analizirali. Poravnane in izrezane sekvence smo nato 
shranili v obliki .MEGA datoteke, ki omogoča izdelavo drevesa sorodstvenih razmerij. 
Pri tem smo uporabili statistično metodo največjega verjetja (angl. maximum 
likelihood), kot model pa tistega, ki nam ga je sam program predlagal kot najbolj 
ustreznega glede na uvožene podatke. V našem primeru je bil model Kimura 2 (K2) in 
porazdelitev gama (G, angl. gamma) oz. K2 + G. Z metodo vezanja (angl. boostrap 
method) s 1000 ponovitvami smo izmerili podporo podatkov posameznim delom 
drevesa sorodstvenih razmerij.  
Za geografsko analizo sekvenc znotraj posameznega agregata smo naredili še tri 
dodatna drevesa sorodstvenih razmerij. Pri tem smo uporabili vse primerne sekvence 
posamezne vrste oz. skupine in po en vzorec, ki ni pripadal analizirani vrsti oz. skupini. 
Le-ta je služil kot zunanja vrsta ali »outgroup«. Za ugotavljanje geografskih povezav pri 
gozdni in polegli spominčici, smo kot zunanjo vrsto uporabili en vzorec iz skupine M. 
alpestris, za skupino planinskih spominčic pa zunanjo vrsto M. decumbens. V vseh treh 
primerih nam je program kot najbolj ustrezen model predlagal model K2, porazdelitev 
gama pa samo pri geografski analizi skupine M. alpestris. 
Mrežasto drevo sorodstvenih povezav smo naredili s pomočjo algoritma »neighbor net« 
v programu SplitsTree5. Vanj smo uvozili datoteko v .FAS obliki, ki je bila enaka tisti, 
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ki smo jo uporabili v računalniškemu programu MEGA 7. Program je nato na podlagi 
sekvenc izdelal mrežasto drevo sorodstvenih razmerij. 
Naredili smo tudi analizo naših sekvenc skupaj s sekvencami, ki so objavljene v 
podatkovni bazi GenBank in spadajo v skupino planinske oz. gozdne spominčic. Vse 
sekvence smo združili in uvozili v obliki .FAS datoteke. Drevesa sorodstvenih razmerij 
nismo naredili, saj so bile razlike med sekvencami prevelike. 
3.9 BLAST 
Da bi preverili ali posamezna sekvenca ustreza naši določitvi vrste oz. skupine, smo 
uporabili spletno stran NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Neporavnane in 
nerazrezane sekvence, ki smo jih dobili po sekvenciranju, smo vnesli v spletno orodje 
Nucleotide BLAST® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearc
h). Orodje nam je nato poiskalo dve najvišji ujemanji naše sekvence s sekvencami, ki so 
objavljene v podatkovni bazi GenBank.  
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4 REZULTATI 
V raziskavo smo vključili 68 vzorcev spominčic. Vzorce smo za potrebe vseh analiz 
razdelili v tri skupine: M. alpestris agg., M. sylvatica s. str. in M. decumbens. Zadnja 
zajema vse predstavnike, ki bi jih morfološko določili kot M. decumbens, in tudi tiste, ki 
imajo vmesne vrednosti morfoloških znakov med M. sylvatica s. str. in M. decumbens 
ter velikost pelodnih zrn nad 6,6 µm, saj se je v vseh analizah izkazalo, da gre enotno 
skupino. 
4.1 MERITVE PELODA 
Velikost pelodnih zrn smo izmerili pri večini vzorcev, ki smo jih vključili v analizo 
zaporedja ITS. V primeru, ko smo na eni lokaliteti nabrali več primerkov za analizo 
DNA, smo pelod izmerili le pri enem od primerkov. Izmerili smo pelod 6 vzorcev iz 
skupine Myosotis alpestris, 11 vzorcev M. sylvatica in 31 vzorcev M. decumbens. 
V preglednici 5 so predstavljene povprečne velikosti pelodnih zrn vzorcev iz skupine M. 
alpestris. Povprečna velikost peloda znaša 7,30 µm, standardni odklon pa 0,335. 
Preglednica 5: Velikost peloda za posamezni vzorec znotraj skupine M. alpestris  







1141b ni meritve 
1141c ni meritve 
1143a 7,2 
1143b ni meritve 
1143c ni meritve 
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Preglednica 6 prikazuje povprečno velikost pelodnih zrn vzorcev M. sylvatica. 
Povprečna velikost peloda znaša 5,95 µm, standardni odklon pa 0,270. Zaradi 
izgubljenega herbarijskega materiala nismo izmerili velikost peloda vzorcev 279, 280 in 
281. 
Preglednica 6: Velikost peloda za posamezni vzorec vrste M. sylvatica 










1137b ni meritve 
1138a 6,0 
1138b ni meritve 
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Preglednica 7 prikazuje povprečne velikosti pelodnih zrn vzorcev M. decumbens. 
Povprečna velikost peloda znaša 7,10 µm, standardni odklon pa 0,253. Pri vzorcih 
1142a, 1142b, 1142c, 1144a, 1144b in 1144c peloda nismo našli, ker so bili na rastlinah 
prisotni le še zadnji cvetovi v vijačku, ostali so že odcveteli. 
Preglednica 7: Velikost peloda za posamezni vzorec vrste M. decumbens 





























1134b ni meritve 
1134c ni meritve 
1135 7,5 
1145a 7,3 
1145b ni meritve 
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Slika 10 prikazuje povprečne velikosti pelodnega zrna za skupino M. alpestris ter vrsti 
M. sylvatica in M. decumbens. Povprečna velikost peloda je največja pri M. alpestris 
agg. (7,30 µm), sledi M. decumbens (7,10 µm), najmanjšo vrednost pa ima vrsta M. 
sylvatica (5,95 µm). Pri slednji nekoliko odstopa (označeno s piko) vzorec 1064, ki ima 
povprečno velikost peloda 6,6 µm. Opazili smo, da je bilo veliko peloda nerazvitega, 
pelodna zrna pa so bila zelo raznolika. Pri vrsti M. decumbens nekoliko izstopata vzorca 
283 in 269, kjer sta povprečni velikosti peloda 6,5 µm oz. 7,8 µm. 
 
Slika 10: Velikost pelodnih zrn znotraj raziskovalnih taksonov spominčic  
4.2 ANALIZA SEKVENC 
V tem poglavju so prikazane analize zaporedij ITS vzorcev spominčic. Vse sekvence, ki 
smo jih uporabili v analizah, so v celoti objavljene v podatkovni bazi GenBank. Njihove 
pristopne številke so zapisane v prilogi B. 
Število vseh analiziranih vzorcev je bilo 70, vendar smo morali zaradi slabe kakovosti 
sekvenc 4 vzorce izločiti (1062, 1063, 1143b in 1145c). V nadaljnje analize smo tako 
vključili 66 vzorcev, katerih sekvence smo v programu MEGA 7 poravnali in odrezali 
na dolžino 669 bp. V istem programu smo nato izračunali delež konservativnih regij, ki 
znaša 0,64, in variabilnih regij, ki znaša 0,36. 
4.2.1 Analiza sekvenc znotraj agregatov 
Preglednica 8 prikazuje variabilna nukleotidna mesta in genske mutacije (sivo 
pobarvani kvadratki) v poravnanih sekvencah devetih vzorcev iz skupine M. alpestris. 
Razlike med sekvencami so prisotne na 21 mestih. Na mestih 51, 166, 175, 204, 343, 
383, 441, 466, 481, 488, 510, 529, 581 in 648 je prisotna po ena razlika, na mestih 237, 
416, 453, 574 in 659 po dve, mesti 430 in 575 pa imata po 4 razlike. 
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Največ genskih mutacij (7), ki so označene kot sivo pobarvan kvadratek, imata vzorca 
1060 in 1143a, po 5 jih ima vzorec 1005, sledijo 1059, 1141b in 1143c s po tremi 
genskimi mutacijami, po dve jih ima vzorec 1061, eno gensko mutacijo pa vzorca 1141a 
in 1141c. 
Zaradi majhnosti števila vzorcev in majhnih genetskih razlik med vzorci znotraj skupine 
planinske spominčice, se na nivo vrste nismo spuščali, ampak smo ostali na nivoju 
skupine oz. agregata. 
Preglednica 8: Variabilna mesta v sekvencah M. alpestris agg. Sivo pobarvani kvadratki prikazujejo 
razlike med sekvencami 
































































1005 A G A T G T G C G G C T T T A G G A C G G 
1059 A G A G G T G C A A C T T T G G A C T G A 
1060 C G A G G T T C A A C G G C G A A A T G G 
1061 A G A G G T G C A A T T T T G G G C T G G 
1141a A G A G G T G C G A C T T T G G G A T G G 
1141b A G C G C T G C G A C T T T G G G A T G G 
1141c A G A G G T G C G A C T T T G G G A T G G 
1143a A A A G A A G T A A C T T T G G G C T A C 
1143c A G A G G T G T A A T T T T G G G C T G C 
 
V preglednici 9 so prikazana variabilna nukleotidna mesta v poravnanih sekvencah 
vzorcev iz skupine M. sylvatica agg. Genske mutacije so označene s sivo barvo. Z 
modro barvo so označeni vzorci, ki pripadajo vrsti M. decumbens, z zeleno pa vrsti M. 
sylvatica. 
Vseh vzorcev je 57, razlike med vzorci pa se znotraj skupine pojavljajo na 28 mestih 
nukleotidnega zaporedja. Na mestih 21, 30, 178, 257, 288, 306, 455, 459, 528, 539, 630, 
648 in 667 je prisotna po ena razlika, na ostalih mestih pa sta prisotni dve ali več razlik. 
Iz tabele je razvidno, da se sekvence vzorcev 279, 280, 281, 293, 294, 295, 296, 297, 
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Preglednica 9: Variabilna mesta v sekvencah M. sylvatica agg. Legenda: sivo pobarvani kvadratki 
























































































135 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
265 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
266 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
267 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
268 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G C T 
269 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
270 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G C T 
271 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
272 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
273 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
274 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
275 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
276 G - C - A C C G A C G T T G A G T G T A G A A A G G G T 
277 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
278 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
279 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G C T 
280 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A C G C G G G T 
281 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
282 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
283 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A A A G A G G G T 
284 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G C T 
285 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G C T 
286 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
287 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
288 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
289 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
290 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
291 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
292 G A C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
293 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
294 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G - 
295 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
296 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
297 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G C T 
298 G A C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1064 G - C T G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1134a G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G A C T 
1134b G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1134c G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1135 A - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1137a G - C - G A G A T C G T T G G A T T A G A A G C A G G T 
1137b G - C - G A C G T T G T T G G G T T A G A A G C G G A T 
1138a G - C - G A C A T C A T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1138b G - - - G A C G T C A A T G G G T T A G A A G C G G G T 
1138c G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1139 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1140 G - C - G A C A T C G T T G G G T T A G A A G C G G G T 
1142a G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1142b A - C - A C C A A T A T A G A G T G T A G A G A G G A T 
1142c G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1144a G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G A T 
1144b G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
1144c G - C - A C C A A C G T T A A G T G T A G A G A G G G T 
1145a G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G A T 
1145b G - C - A C C A A C G T T G A G G G T A G A G A G G G T 
1154 G - C - A C C A A C G T T G A G T G T A G A G A G G G T 
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Preglednica 10 prikazuje variabilna nukleotidna mesta v poravnanih sekvencah za 
vzorce M. sylvatica s. str. Sive oznake prikazujejo genske mutacije oz. razlike med 
sekvencami. Sekvence se med seboj razlikujejo na trinajstih nukleotidnih mestih v 
poravnanem zaporedju. Genske mutacije so večinoma prisotne na enem mestu, razen na 
mestih 212, 241 in 659, kjer so genske mutacije prisotne na dveh oz. treh mestih. 
Največ genskih mutacij (4) je prisotnih v vzorcu 1138b, po 3 so prisotne v vzorcu 1137a 
in 1137b. Ostali vzorci imajo po 1 oz. so brez genskih mutacij. 
Preglednica 10: Variabilna mesta v sekvencah M. sylvatica s. str. Sivo pobarvani kvadratki prikazujejo 
razlike med sekvencami 
Mesto v 
zaporedju 
12 21 30 178 212 233 241 257 455 528 630 659 667 
Oznaka 
vzorca 
279 - C - C A C G T G A G C T 
280 - C - C A C G T G C G G T 
281 - C - C A C G T G A G G T 
293 - C - C A C G T G A G G T 
294 - C - C A C G T G A G G - 
295 - C - C A C G T G A G G T 
296 - C - C A C G T G A G G T 
297 - C - C A C G T G A G C T 
298 A C - C A C G T G A G G T 
1064 - C T C A C G T G A G G T 
1137a - C - G A C G T A A A G T 
1137b - C - C G T G T G A G A T 
1138a - C - C A C A T G A G G T 
1138b - - - C G C A A G A G G T 
1138c - C - C A C G T G A G G T 
1139 - C - C A C G T G A G G T 
1140 - C - C A C G T G A G G T 
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Preglednica 11 prikazuje variabilna nukleotidna mesta v poravnanih sekvencah za 
vzorce M. decumbens. Sive oznake prikazujejo razlike med sekvencami. Od skupno 40 
vzorcev, so genske mutacije prisotne na dvanajstih mestih; na desetih mestih je genska 
mutacija prisotna le pri enem vzorcu, na mestih 3 in 659 pa pri dveh oz. osmih vzorcih. 
Največ genskih mutacij (5) ima vzorec 1142b, sledi 1134a z dvema, ostali vzorci pa 
imajo po eno oz. so brez genskih mutacij. 




3 12 212 233 241 288 306 459 518 539 648 659 
Oznaka 
vzorca 
135 G - A C G T G T G G G G 
265 G - A C G T G T G G G G 
266 G - A C G T G T G G G G 
267 G - A C G T G T G G G G 
268 G - A C G T G T G G G C 
269 G - A C G T G T G G G G 
270 G - A C G T G T G G G C 
271 G - A C G T G T G G G G 
272 G - A C G T G T G G G G 
273 G - A C G T G T G G G G 
274 G - A C G T G T G G G G 
275 G - A C G T G T G G G G 
276 G - G C G T G T G A G G 
277 G - A C G T G T G G G G 
278 G - A C G T G T G G G G 
282 G - A C G T G T G G G G 
283 G - A C G T G T A G G G 
284 G - A C G T G T G G G C 
285 G - A C G T G T G G G C 
286 G - A C G T G T G G G G 
287 G - A C G T G T G G G G 
288 G - A C G T G T G G G G 
289 G - A C G T G T G G G G 
290 G - A C G T G T G G G G 
291 G - A C G T G T G G G G 
292 G A A C G T G T G G G G 
1134a G - A C G T G T G G A C 
1134b G - A C G T G T G G G G 
1134c G - A C G T G T G G G G 
1135 A - A C G T G T G G G G 
1142a G - A C G T G T G G G G 
1142b A - A T A A G T G G G A 
1142c G - A C G T G T G G G G 
1144a G - A C G T G T G G G A 
1144b G - A C G T G T G G G G 
1144c G - A C G T A T G G G G 
1145a G - A C G T G T G G G A 
1145b G - A C G T G G G G G G 
1154 G - A C G T G T G G G G 
1155 G - A C G T G T G G G G 
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Slika 11 prikazuje drevo sorodstvenih razmerij po statistični metodi največjega verjetja. 
Uporabljen je bil model Kimura-2 in porazdelitev gama (K2 + G). Podporo podatkov 
posameznim delom drevesa smo izmerili z metodo vezanja s 1000 ponovitvami, pri 
čemer merilo na sliki prikazuje delež števila substitucij na posamezno nukleotidno 
mesto na posamezni veji drevesa sorodstvenih razmerij. Iz slike je razvidno, da se 
skupini planinske in gozdne spominčice med seboj genetsko lepo ločita in predstavljata 
sestrski skupini. Podpora podatkov za vejo skupine planinske spominčice je pri uporabi 
metode vezanja 100 %. Prav tako se genetsko lepo ločita tudi vrsti M. decumbens in M. 
sylvatica, ki predstavljata sestrski skupini znotraj skupine gozdne spominčice. To 
potrjuje tudi metoda vezanja, ki je za vrsto M. decumbens 86 %, za vrsto M. sylvatica pa 
84 %. Podpora podatkov ostalih vej v dreveu je nekoliko nižja.  
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Slika 11: Drevo sorodstvenih razmerij za skupini planinske in gozdne spominčice. Uporabljena je 
statistična metoda največjega verjetja, model K2+G in metoda vezanja s 1000 ponovitvami. Številke na 
vejah predstavljajo odstotek relativne podpore posamezni veji na drevesu
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Slika 12: Mreža sorodstvenih razmerij za skupini planinske in gozdne spominčice 
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Tudi iz mreže sorodstvenih razmerij (slika 12) je razvidno, da se gozdna in polegla 
spominčica (modra barva) med seboj genetsko jasno razlikujeta, vendar sta blizu skupaj, 
kar pomeni, da sta si bolj sorodni od vrst, ki pripadajo M. alpestris agg. 
4.2.2 Geografska analiza sekvenc znotraj agregatov 
Da bi preverili geografsko povezavo med sekvencami, smo naredili tri ločena drevesa 
sorodstvenih razmerij: za skupino planinske spominčice ter za vrsti gozdne in polegle 
spominčice. Natančnejši podatki o nahajališčih vzorcev so zapisani v prilogi A. 
Slika 13 prikazuje drevo sorodstvenih razmerij za skupino planinske spominčice. 
Vzorci, ki so bili nabrani na istih lokacijah, se v drevesu nahajajo skupaj, kar pomeni, 
da so si glede na sekvence bolj sorodni. Vzorec 135 je zunanja vrsta in pripada vrsti M. 
decumbens. 
 
Slika 13: Geografska analiza skupine planinske spominčice (M. alpestris agg.)  
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Analiza zaporedij ITS za vrsto gozdne spominčice (M. sylvatica) je prikazana na sliki 
14. Sekvence so si med seboj zelo podobne, izstopajoči vzorci pa ne oblikujejo posebne 
geografsko ločene skupine. Vzorec 1005 je zunanja vrsta in pripada skupini M. 
alpestris. 
 
Slika 14: Geografska analiza gozdne spominčice (M. sylvatica) 
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Na sliki 15 je prikazano drevo sorodstvenih razmerij za vrsto polegle spominčice (M. 
decumbens). Vzorci se pojavljajo tesno skupaj, kar nakazuje na majhne razlike v 
sekvencah polegle spominčice. Vzorec 1005 je zunanja vrsta in pripada skupini M. 
alpestris. 
 
Slika 15: Geografska analiza polegle spominčice (M. decumbens)  
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4.3 ANALIZA SEKVENC IZ PODATKOVNE BAZE GenBank 
V preglednici 12 so prikazane pristopne številke iz podatkovne baze GenBank, ki so 
bile objavljene pred našo raziskavo. Zanimale so nas samo tiste vrste, ki spadajo v 
skupini planinske in gozdne spominčice. 
Sekvence za regijo ITS so prisotne za vrste M. sylvatica, M. decumbens, M. alpestris, 
M. suaveolens, M. lithospermifolia in M. stenophylla. Največ sekvenc najdemo za vrsto 
M. sylvatica, sledi M. alpestris in nato M. lithospermifolia. Po ena sekvenca je 
objavljena za vrste M. decumbens, M. suaveolens in M. stenophylla. 
Vse sekvence so objavljene v desetih različnih člankih, od tega je osem člankov že 
objavljenih, dva sta še neobjavljena. Največ sekvenc (6) najdemo v članku iz Irana, ki je 
bil objavljen leta 2014. 
Preglednica 12: Pristopne številke v podatkovni bazi GenBank za regijo ITS za vrste iz skupine M. 
alpestris in M. sylvatica agg. 
Vrsta Pristopna koda Vir 
Myosotis sylvatica AB989064.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis sylvatica AB989065.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis sylvatica JX128893.1 Meudt in sod., 2014 
Myosotis sylvatica MG218762.1 Kuzmina in sod., 2017 
Myosotis sylvatica KU974060.1 Pornon in sod., 2016 
Myosotis sylvatica KX165734.1 de Vere in Ford, še neobjavljen 
članek 
Myosotis sylvatica AY092935.1 Winkworth in sod., 2002 
Myosotis decumbens AY092918.1 Winkworth in sod., 2002 
Myosotis alpestris AB989071.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis alpestris KX894529.1 Mikhaylova in sod., še neobjavljen 
članek 
Myosotis alpestris KP027106.1 Serrano in sod., 2016 
Myosotis alpestris JX976810.1 Huang in sod., 2013 
Myosotis alpestris AY092907.1 Winkworth in sod., 2002 
Myosotis suaveolens AB989063.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis lithospermifolia KX894531.1 Mikhaylova in sod., še neobjavljen 
članek 
Myosotis lithospermifolia AB989070.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis lithospermifolia AB989069.1 Sherafati in sod., 2014 
Myosotis lithospermifolia AY092923.1 Winkworth in sod., 2002 
Myosotis stenophylla KU927751.1 Chacon in sod., 2016 
Sekvence iz preglednice 12 smo poravnali v programu MEGA 7 in jih odrezali na 
dolžino 623 bp. Iz analize smo izključili sekvence s pristopnimi kodami MG218762.1, 
KU974060.1 in KX165734.1, ker so bile prekratke. Delež konservativnih regij je znašal 
0,88, delež variabilnih pa 0,12. 
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Poskusili smo narediti primerjavo naših sekvenc in sekvenc iz podatkovne baze 
GenBank (preglednica 12), vendar jih zaradi prevelikih razlik nismo mogli poravnati, 
tudi če smo izključili sekvence s pristopnimi kodami MG218762.1, KU974060.1 in 
KX165734.1. Prav tako nismo mogli poravnati sekvenc, ki pripadajo skupini gozdne 
spominčice, ne glede na to ali smo izključili tudi sekvence s pristopnimi kodami 
MG218762.1, KU974060.1 in KX165734.1.  Poravnave sekvenc nismo mogli narediti 
niti za vrsto M. decumbens, saj so bile sekvence preveč različne da bi jih lahko 
poravnali. 
Sekvence smo lahko poravnali za vrsto M. sylvatica. Pri analizah smo zaradi prekratkih 
sekvenc izključili sekvence iz podatkovne baze GenBank s pristopnimi kodami: 
MG218762.1, KU974060.1 in KX165734.1. Sekvence smo odrezali na dolžino 657 bp, 
pri čemer je delež konservativnih regij znašal 0,4, variabilnih pa 0,6. V drugo analizo 
iste vrste smo vključili še vzorec s pristopno kodo KU927751.1, ki naj bi ustrezal vrsti 
M. stenophylla. To smo naredili zato, ker je bila sekvenca bolj podobna tistim, ki 
pripadajo skupini gozdne spominčice. Sekvence smo odrezali na dolžino 630 bp. Delež 
konservativnih regij je znašal 0,38, variabilnih pa 0,62. V obeh analizah (brez in z 
vzorcem s pristopno kodo KU927751.1) so se naše sekvence vidno razlikovale od tistih, 
ki so bile objavljene v podatkovni bazi. Zato smo naredili še eno analizo, v kateri smo 
primerjali naše sekvence, ki pripadajo vrsti M. decumbens s sekvencami iz podatkovne 
baze GenBank, ki ustrezajo vrsti M. sylvatica. Sekvenc nismo mogli poravnati, ker so 
bile preveč različne. 
Poravnave sekvenc smo uspeli narediti za skupino planinske spominčice. Sekvence smo 
odrezali na dolžino 648 bp. Delež konservativnih regij je znašal 0,36, variabilnih pa 
0,64. V analizo smo vključili tudi sekvenco s pristopno kodo KU927751.1, ki naj bi 
pripadala vrsti M. stenophylla. V drugo analizo te sekvence nismo vključili. Dolžina 
sekvence je tako znašala 649 bp, pri čemer je bil delež konservativnih regij 0,4, 
variabilnih pa 0,6. Naše sekvence so se vidno razlikovale od sekvenc, objavljenih v 
podatkovni bazi GenBank.  
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4.3.1 Analiza zaporedij z orodjem BLAST 
V preglednici 13 so za posamezni vzorec prikazani rezultati dveh najvišjih zadetkov v 
bazi nukleotidnih sekvenc NCBI, pridobljenih z orodjem BLAST. 
Preglednica 13: Primerjava zaporedij regije ITS spominčic iz naše raziskave, z zaporedji v podatkovni 












135 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
265 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
266 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
267 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
268 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
269 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
270 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
271 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
272 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
273 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
274 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
275 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
276 M. decumbens M. krylovii 99,7 M. sylvatica 99,55 
277 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
278 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
279 M. sylvatica M. stenophylla 99,85 M. olympica 98,7 
280 M. sylvatica M. stenophylla 99,85 M. olympica 98,54 
281 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
282 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
283 M. decumbens M. krylovii 99,85 M. sylvatica 99,7 
284 M. decumbens M. sylvatica 99,84 M. sylvatica 99,7 
285 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
286 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
287 M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
288 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
289 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
290 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
291 M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
292 M. decumbens M. krylovii 99,85 M. sylvatica 99,84 
293 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
 
          se nadaljuje  
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nadaljevanje preglednice 13: Primerjava zaporedij regije ITS spominčic iz naše raziskave, z zaporedji v 












294 M. sylvatica M. stenophylla 99,85 M. olympica 98,7 
295 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
296 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
297 M. sylvatica M. stenophylla 99,71 M. olympica 98,7 
298 M. sylvatica M. stenophylla 99,7 M. olympica 98,7 
1005 M. alpestris agg. 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,35 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,23 
1059 M. alpestris agg. M. alpestris 99,52 
M. alpestris in M. 
lithospermifolia 
99,38 
1060 M. alpestris agg. 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
98,61 M. alpestris 98,39 
1061 M. alpestris agg. M. alpestris 99,52 M. alpestris 99,4 
1064 M. sylvatica M. stenophylla 99,85 M. olympica 98,54 
1134a M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
1134b M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
1134c M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
1135 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
1137a M. sylvatica M. stenophylla 99,56 M. olympica 98,37 
1137b M. sylvatica M. stenophylla 99,41 M. olympica 98,38 
1138a M. sylvatica M. stenophylla 99,85 M. olympica 98,54 
1138b M. sylvatica M. stenophylla 99,26 M. olympica 98,06 
1138c M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
1139 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
1140 M. sylvatica M. stenophylla 100 M. olympica 98,7 
1141a M. alpestris agg. M. alpestris 99,85 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,68 
1141b M. alpestris agg. M. alpestris 99,54 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,35 
1141c M. alpestris agg. M. alpestris 99,85 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,68 
1142a M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
1142b M. decumbens M. sylvatica 99,35 M. sylvatica 99,24 
1142c M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
1143a  M. alpestris agg. M. alpestris 99,03 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
98,92 
1143c M. alpestris agg. M. alpestris 99,35 
M. alpestris in  
M. lithospermifolia 
99,23 
1144a M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
 
          se nadaljuje   
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nadaljevanje preglednice 13: Primerjava zaporedij regije ITS spominčic iz naše raziskave, z zaporedji v 












1144b M. decumbens M. krylovii 100 M. sylvatica 99,85 
1144c M. decumbens M. krylovii 99,85 M. sylvatica 99,7 
1145a M. decumbens M. sylvatica 99,85 M. sylvatica 99,84 
1145b M. decumbens M. sylvatica 99,7 M. sylvatica 99,69 
1154 M. decumbens 
M. krylovii in  
M. sylvatica 
99,85 M. sylvatica 99,84 
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5 RAZPRAVA 
5.1 OPTIMIZACIJA METODE 
Pred sekvenciranjem produktov PCR, smo morali optimizirati metodo pomnoževanja. 
Poleg ugotavljanja primerne temperature za prileganje začetnih oligonukleotidov na 
DNA smo ugotovili, da se nerazredčena izolirana DNA slabo ali sploh ne pomnožuje, 
zato smo naredili 10-kratno oz. pri treh vzorcih 100-kratno redčitev izolirane DNA s 
sterilno vodo Milli-Q. Razlog za slabo pomnoževanje so bile najverjetneje inhibitorne 
substance, ki z razredčitvijo padejo na nivo, ko ne vplivajo več na verižno reakcijo s 
polimerazo (Schmiderer in sod., 2013). Tudi izbor začetnih oligonukleotidov za regijo 
ITS ni bil enoten za vse vzorce, saj smo pri desetih vzorcih namesto univerzalnega 
začetnega oligonukleotida ITS5 (Winkword in sod., 2002) uporabili začetni 
oligonukleotid ITS-p5, ki je bil izdelan posebej za rastline (Cheng in sod., 2016). 
Uporabili smo ga zato, ker pri kombinaciji obeh univerzalnih začetnih oligonukleotidov 
(ITS4 in ITS5) ni prišlo do pomnoževanja izbranega odseka DNA, ampak do 
nespecifičnih pomnožkov. Univerzalni začetni oligonukleotid ITS-p5 smo uporabili pri 
vzorcih, ki so pripadali tako vrsti M. sylvatica kot vrsti M. decumbens, tako da ne 
moremo zaključiti, da sta bila začetna oligonukleotida nespecifična za vezavo samo pri 
eni izmed vrst. 
Ker se je oligonukleotidni začetnik ITS-p5 izkazal kot uspešen, ga predlagamo tudi v 
nadaljevanju za študije na spominčicah. 
5.2 SKUPINA PLANINSKE SPOMINČICE (M. alpestris agg.) 
Iz drevesa sorodstvenih razmerij je razvidno, da je skupina planinske spominčice jasno 
ločena in predstavlja sestrsko skupino M. sylvatica agg., s čimer potrjujemo rezultat 
Winkwortha in sod. (2002).  
Znotraj skupine planinske spominčice se nismo spuščali na nivo vrste, temveč smo 
ostali na nivoju skupine. Genetske analize so pokazale, da med vzorci ni genetskih 
razlik, ki bi nakazovale da naši vzorci pripadajo različnim vrstam. Med vzorci je bil 
namreč vključen primerek z oznako 1005, nabran na Snežniku, ki po morfoloških 
znakih ustreza opisu vrste M. suaveolens. Zaporedje DNA regije ITS njegove 
drugačnosti ne potrdi, kar pomeni, da morfološki znaki za razlikovanje med vrstama M. 
suaveolens in M. alpestris ne odražajo razlik v zaporedju DNA. 
Za nadaljnje raziskovanje te skupine bi bilo zato nujno vključiti večje število vzorcev; 
ne samo iz Slovenije, ampak tudi iz sosednje Avstrije, Italije in Hrvaške. Štěpánková 
(1993) namreč pravi, da so med vrstami znotraj skupine prisotne tako morfološke 
razlike kot tudi razlike v ploidnih nivojih, zato predvidevamo, da bi se s povečanjem 
števila vzorcev najverjetneje pokazale tudi razlike med sekvencami. Z raziskavami te 
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skupine bi bilo smiselno nadaljevati in kot vzorce vključiti načrtno nabrane primerke 
vrst, kot so M. stenophylla in M. suaveolens ter povečati vzorec primerkov M. alpestris.  
V kolikor se tudi pri večjem številu vzorcev ne bi pokazale razlike, bi bilo smiselno to 
preveriti tudi z uporabo kakšnega drugega oziroma kombinacijo več molekulskih 
označevalcev, na primer znotraj plastidnega genoma ali z uporabo mikrosatelitov v 
jedrnem genomu, s pomočjo katerih lahko razlikujemo tudi med ozko sorodnimi 
vrstami (Turchetto in sod., 2015). Zamenjava metode bi se prav tako lahko izkazala za 
uspešno, saj je recimo metoda polimorfizma dolžin pomnoženih delov DNA (AFLP) 
uporabna za ugotavljanje razlik med ozko sorodnimi vrstami (Després in sod., 2003). 
Ker Štěpánková (1993) pravi, da so med vrstami znotraj skupine prisotne velike razlike 
v številu kromosomov zaradi poliploidije, bi bilo smiselno to preveriti s pretočno 
citometrijo in določiti ploidne nivoje (DeLaat in sod., 1987) kot podporna metoda 
ostalim molekularnim študijam. Večji nabor vzorcev, kombinacija molekulskih 
označevalcev ter različnih metod, ki smo jih zgoraj omenili, bi zagotovo dali vpogled v 
pestrost vrst znotraj te skupine. 
5.3 SKUPINA GOZDNE SPOMINČICE (M. sylvatica agg.) 
Uporaba molekulskega označevalca ITS je pokazala, da se vrsti M. sylvatica in M. 
decumbens med seboj genetsko lepo ločita in predstavljata sestrski skupini znotraj 
skupine gozdnih spominčic. Morebiten nov takson, ki ga je na podlagi morfologije 
pričakovala Sušnik (2016), pripada vrsti M. decumbens. Grau (1964) sicer navaja, da je 
povprečna velikost pelodnega zrna za vrsto M. decumbens okrog 8 µm, vendar je naša 
raziskava pokazala, da na slovenskem območju in neposredni okolici to ne drži. Meritve 
so namreč pokazale, da je pelod te vrste bistveno manjši in znaša povprečno 7,11 µm, 
zato predvidevamo, da je 8 µm zgornja meja velikosti peloda. Največja povprečna 
velikost pelodnih zrn, ki smo ga izmerili pri polegli spominčici, je znašala 7,8 µm. 
Glede na veliko razliko v povprečni velikosti, bi bilo smiselno primerjati velikost 
peloda za vrsto M. decumbens iz različnih držav po Evropi in ugotoviti, ali gre za 
variabilnost znotraj vrste med različnimi regijami oz. ali je prišlo do napake pri 
merjenju in je 8 µm napačna ocena. To je bilo v laboratoriju na Katedri za botaniko 
delno že izvedeno. Izmerjen je bil tudi pelod spominčic iz herbarija KL iz Celovca, med 
katerimi so tudi primerki, ki jih je določil ali revidiral Grau. Ti primerki so bili z 
njegove strani določeni kot M. decumbens, njihove povprečne vrednosti dolžin pelodnih 
zrn po naših meritvah pa so med 6,8 in 8,5 µm. Tudi Jamnik Zupančič (2016) z 
analizami velikosti genoma ni uspela dokazati morebitnega novega taksona, ki ga je 
omenjala Sušnik (2016), saj ni bilo statistične podpore, ki bi dokazovala nov takson. 
V nasprotju s planinskimi spominčicami, je analiza geografske razširjenosti za vrsti 
gozdne in polegle spominčice pokazala, da so razlike med vzorci znotraj posamezne 
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vrste minimalne. To nakazujejo tudi vzorci, ki pripadajo isti vrsti in so bili nabrani na 
istem območju, saj se v drevesu sorodstvenih razmerij vedno ne pojavljajo skupaj. 
Zanimivo bi bilo, če bi k obstoječim analizam vključili še kakšno zunanjo skupino 
spominčic (npr. M. arvensis agg.), ki se jasno razlikuje od skupin planinske in gozdne 
spominčice ter pogledati sorodstvena razmerja med skupinami, razlike v izbranih 
zaporedjih DNA in velikosti peloda. 
5.4 UPORABA PODATKOV IZ BAZE GenBank IN PROGRAMSKEGA ORODJA 
BLAST ZA ANALIZO SEKVENC 
Primerjava sekvenc s pomočjo računalniškega orodja BLAST je pokazala velika 
odstopanja pri pripisovanju določene sekvence posamezni vrsti. Populacije, ki smo jih 
mi določili kot M. decumbens, v podatkovni bazi ustrezajo vrstama M. sylvatica oz. M. 
krylovii. Glede na revizijo gozdnih spominčic, ki jo je opravila Sušnik (2016), te 
populacije morfološko ustrezajo vrsti M. decumbens in ne vrsti M. sylvatica. Tudi vrsti 
M. krylovii ne pripadajo, ker je ta razširjena na področju centralne Azije, Sibirije in 
severozahodne Kitajske (Myosotis krylovii … , 2020; Myosotis … , 2020). Sekvenca, ki 
pripada vrsti M. krylovii in je objavljena v podatkovni bazi GenBank, izvira iz članka, ki 
sta ga objavila Nazaire in Hufford (2012), material pa je bil nabran v Aziji na območju 
Rusije (Nazaire in Hufford, 2012). Zato sklepamo, da je prišlo do napake pri 
določevanju, saj vrsto M. decumbens najdemo tudi v Rusiji. Napaka pri določevanju 
vrste se je najbrž zgodila tudi v primeru, ko smo s pomočjo računalniškega orodja 
BLAST poskusili določiti sekvence naših vzorcev, ki morfološko povsem ustrezajo vrsti 
M. sylvatica. Za vse vrste smo kot najvišji BLAST zadetek dobili vrsto M. stenophylla, 
katere sekvenca je bila objavljena v članku avtorja Chacon in sod. (2016), material pa je 
bil nabran na Češkem (Chacon in sod., 2016). Glede na literaturo (Štěpánková, 1993; 
Štěpánková, 2006) bi bila lahko vrsta M. stenophylla, saj uspeva na območju Srednje 
Evrope, po drugi strani pa bi lahko bila tudi vrsta M. sylvatica, ki uspeva v večjem delu 
Evrope (Grau, 1964, Tutin in sod. 1972) in jo najdemo v nižinah, pa vse do 
subalpinskega pasu (Martinčič, 1969; 1984; 1999; Strgulc Krajšek, 2007). Za 
natančnejšo določitev bi potrebovali natančnejše podatke o lokaliteti vzorca, pa tudi 
herbarijski material za dodatne analize. Glede na morfometrijo, ki jo je opravila Sušnik 
(2016), naše sekvence nedvomno pripadajo vrsti M. sylvatica. Sklepamo, da je morda 
prišlo do zamenjave z vrsto M. sylvatica, ker M. stenophylla prav tako uspeva v nižinah 
(Štěpánková, 1993). Zanimivo bi bilo primerjati naše vzorce z vzorci, ki jih je 
proučevala Štěpánková (1993, 1996, 2006) in preveriti, ali je morda nižinska vrsta M. 
stenophylla res svoja vrsta ali gre za vrsto M. sylvatica z različnimi ekološkimi 
prilagoditvami na okolje. Merxmüller (1970) namreč opaža, da je pri spominčicah 
prisotnih veliko napačnih določitev, ki so posledica tega, da so si vrste med seboj 
morfološko zelo podobne. 
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Kljub temu da se pri planinskih spominčicah nismo spuščali na nivo vrste, je primerjava 
z računalniškim orodjem BLAST pokazala, da sekvence naših vzorcev ustrezajo vrsti 
M. alpestris, za dve populaciji pa je bil odstotek ujemanja enak za M. alpestris in M. 
lithospermifolia. Za natančno določitev bi bile potrebne nadaljnje raziskave in večje 
število vzorcev. 
V računalniškem programu MEGA 7 smo naredili tudi istočasno primerjavo naših 
sekvenc in sekvenc iz podatkovne baze GenBank, ki pripadajo skupinama planinske in 
gozdne spominčice. Sekvenc nismo mogli poravnati, saj nam je program sporočil, da so 
sekvence preveč različne za poravnavo. Enako je bilo, ko smo med seboj poskusili 
poravnati sekvence, ki pripadajo skupini M. sylvatica in vrsti M. decumbens. Pri analizi 
vseh sekvenc iz podatkovne baze smo sekvence lahko poravnali, delež konservativnih 
regij pa je znašal kar 0,88. Iz tega sklepamo, da gre za sekvence, ki so si med seboj zelo 
podobne. Pri poravnavi naših vzorcev je ta delež znašal 0,64. Poravnali smo lahko tudi 
sekvence, ki so bile določene kot vrsta M. sylvatica oz. tiste, ki pripadajo skupini  
M. alpestris, vendar so bile razlike med našimi sekvencami in tistimi iz podatkovne 
baze očitne. Delež konservativnih regij je v obeh primerih znašal približno 0,4, kar je 
malo, glede na to da naj bi šlo pri M. sylvatica za isto vrsto. Zato smo sklepali, da je 
morda M. sylvatica iz podatkovne baze v bistvu M. decumbens. Ko smo poskusili 
poravnati naše sekvence, ki pripadajo vrsti M. decumbens z vrstami M. sylvatica iz 
podatkovne baze smo ugotovili, da sekvenc ne moremo poravnati. Ugotovili smo tudi, 
da je sekvenca iz podatkovne baze GenBank, ki naj bi ustrezala vrsti M. stenophylla, 
bolj podobna našim vzorcem, ki pripadajo skupini gozdne spominčice. Sklepamo, da so 
v podatkovni bazi nekatere sekvence pripisane napačni vrsti, kar znova nakazuje, da 
veljajo spominčice za taksonomsko zahteven rod. Če bi vrste iz podatkovne baze res 
ustrezale vrstam planinske in gozdne spominčice, bi sekvence zagotovo lahko poravnali 
in bi imele določen delež sekvence enak. To je še en dokaz, da je uporaba podatkovne 
baze smiselna in koristna, vendar je pri tem potrebno biti previden, kar dokazujejo tudi 
naši BLAST-zadetki. 
Uporaba molekulskega označevalca ITS je jasno pokazala genetske razlike znotraj 
skupine gozdne spominčice ter med skupinama gozdne in planinske spominčice. Znotraj 
skupine M. alpestris razlike niso bile opazne, zato predlagamo dodatne študije te 
skupine. 
Napačne določitve in nejasnosti tako znotraj podatkovne baze kot v literaturi so samo še 
en dokaz, da je rod spominčic težaven ne le na področju genetike, ampak tudi na 
področjih morfologije in kariologije. 
V Sloveniji je pestrost spominčic še nejasna, kar je lahko posledica tudi geografske 
raznolikosti samega terena. Zato je smiselno nadaljnje raziskovanje taksonomije 
spominčic, ki nedvomno predstavljajo pomemben del mozaika pestrosti slovenske flore. 
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6 SKLEPI 
Hipotezo: med vrstama Myosotis sylvatica in Myosotis decumbens pričakujemo razlike 
v izbranih zaporedjih jedrne DNA smo potrdili. 
Nukleotidna zaporedja naših vzorcev jasno nakazujejo, da so med vrstama M. sylvatica 
in M. decumbens prisotne razlike v izbrani jedrni ribosomalni DNA, kar je razvidno iz 
drevesa sorodstvenih razmerij, ki vrsti znotraj skupine M. sylvatica jasno razloči. Na 
razlike med njima nakazuje tudi velikost pelodnega zrna. 
Hipotezo: morfološko vmesni primerki med Myosotis sylvatica in Myosotis decumbens 
bodo po molekulskih znakih bolj podobni vrsti Myosotis decumbens smo tudi potrdili. 
Genetske analize vzorcev so pokazale, da so morfološko vmesni primerki med M. 
sylvatica in M. decumbens, ki jih omenjata Sušnik (2016) in Jamnik Zupančič (2016), 
po molekulskih znakih bolj podobni vrsti M. decumbens. 
Hipotezo: med vrstami agregata Myosotis alpestris ne pričakujemo velikih razlik v 
izbranih zaporedjih jedrne DNA smo prav tako potrdili. 
Z uporabo molekulskega označevalca ITS smo ugotovili, da so razlike med vzorci v 
izbranih zaporedjih jedrne ribosomske DNA, ki pripadajo skupini M. alpestris zelo 
majhne. Ker tudi merjenje velikosti pelodnih zrn ni dalo jasnih rezultatov, se pri tej 
skupini nismo spuščali na nivo vrste. 
Ker smo v študijo vključili premalo vzorcev iz skupine planinske spominčice 
predlagamo, da se v nadaljevanju izvede študija na tej skupini z večjim številom 
vzorcev. Ker se je molekulski označevalec ITS izkazal kot uspešen pri razlikovanju med 
vrstami znotraj skupine gozdne spominčice, bi bilo smiselno označevalec ponovno 
uporabiti, morda v kombinaciji z enim oligonukleotidnim začetnikom, ki je bil posebej 
izdelan za rastline (npr. ITS-p5). V kolikor bi se regija ITS izkazala kot neprimerna, 
predlagamo uporabo kakšnega drugega molekulskega označevalca znotraj plastidnega 
oz. jedrnega genoma. Kot uspešna bi se lahko izkazala tudi kakšna druga metoda, na 
primer polimorfizem dolžin pomnoženih delov DNA (AFLP), s katero lahko 
ugotavljamo razlike med ozko sorodnimi vrstami. Kot podporna metoda bi bila lahko 
uporaba pretočne citometrije za ugotavljanje ploidnih nivojev, za katere vemo, da so 
znotraj skupine M. alpestris različni. 
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7 POVZETEK 
Rod spominčic (Myosotis spp.) uvrščamo v družino srhkolistovk in obsega približno 
100 vrst, ki večinoma uspevajo v zmernem podnebnem pasu obeh polobel. Spominčice 
veljajo za taksonomsko zahteven rod, saj so vrste med seboj ozko sorodne, poliploidne 
in jih med seboj morfološko težko razlikujemo. Prejšnje magistrske naloge so znotraj 
skupine planinske in gozdne spominčice nakazale na številne nejasnosti, zato smo se 
odločili, da bomo razlike oz. podobnosti poiskali s pomočjo molekulskih označevalcev. 
Za ugotavljanje razlik med- in znotraj obeh skupin, smo izmerili velikosti pelodnih zrn, 
ki predstavljajo pomemben mikromorfološki znak in uporabili molekulski označevalec 
ITS. Velikost peloda smo izmerili na 48-ih vzorcih, 66 vzorcev pa smo sekvencirali. 
Dobljene sekvence smo primerjali s sekvencami iz podatkovne baze GenBank s 
pomočjo računalniškega orodja BLAST. 
Rezultati so pokazali, da se velikost peloda med vrstama oz. skupinama razlikuje. Za 
vrsto M. sylvatica smo izmerili povprečno velikost pelodnega zrna 5,96 µm, za vrsto M. 
decumbens 7,11 µm, za M. alpestris agg. pa 7,40 µm. Analize sekvenc so pokazale, da 
se skupini planinske in gozdne spominčice med seboj lepo ločita, prav tako so opazne 
razlike v nukleotidnem zaporedju med gozdno in poleglo spominčico, ki spadata v 
skupino gozdne spominčice. Znotraj M. alpestris agg. zaradi majhnega števila vzorcev 
nismo našli statistično pomembnih razlik v izbranem zaporedju, zato smo pri tej skupini 
ostali na nivoju agregata. Geografska analiza je pokazala, da ta skupina nima teže, saj so 
med vzorci precejšnje razlike v sekvencah. Za vrsti M. sylvatica in M. decumbens so 
razlike v sekvencah minimalne, tudi med tistimi vzorci, ki niso bili nabrani na istih 
območjih. 
Z uporabo računalniškega orodja BLAST smo pri primerjavi naših sekvenc s 
sekvencami, objavljenimi v podatkovni bazi GenBank, naleteli na številne napačne 
določitve, ki so najverjetneje posledica majhnih morfoloških razlik med vrstami. Naši 
vzorci poleglih spominčic so iz podatkovne baze ustrezali vrstama M. sylvatica oz. M. 
krylovii, naši vzorci vrste M. sylvatica pa vrsti M. stenophylla. Kljub temu, da se znotraj 
skupine planinske spominčice nismo spuščali na nivo vrste, je primerjava s podatkovno 
bazo pokazala, da se sekvence naših vzorcev ujemajo s sekvencami, ki pripadajo 
vrstama M. alpestris in M. lithospermifolia. Napačne določitve vrst znotraj podatkovne 
baze so se pokazale tudi pri analizi naših sekvenc s sekvencami iz podatkovne baze 
GenBank, ki pripadajo skupinama planinske in gozdne spominčice. 
Genetske analize so pokazale, da v Sloveniji uspevata vrsti M. sylvatica in M. 
decumbens, za vrste iz skupine planinske spominčice pa je vrstna pestrost še nejasna. Za 
določitev le-te bodo poleg večjega števila vzorcev potrebne nadaljnje genetske študije 
bodisi z uporabo alternativnega molekulskega označevalca ali kakšne druge metode, ki 
bi pokazala na morebitne razlike med vrstami.  
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Priloga A: Podatki o vzorcih 
Oznaka 
vzorca 
OTU Država Nahajališče Rastišče Nadmorska 
višina [m] 
Kvadrant Nabiralec Datum 
135 135 Slovenija Domžale, Homec, Homški hrib smrekov gozd na vrhu 
hriba, senčna stran 
395 9853/2 K. Šoln 14.04.2014 
265 265 Italija SV države, Kanalska dolina, Ovčja vas, ob cesti SV od vasi senčen rob ceste 800 9546/2 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
266 266 Italija SV države, Kanalska dolina, pri odcepu ceste za Ovčjo vas zahodno od 
Žabnice 
travnik 800 9447/3 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
267 267 Italija SV države, dolina Bele, pri pokopališču J od kraja Saletto travnat rob parkirišča, 
pod grmovjem 
450 9545/2 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
268 268 Avstrija Koroška, meja Avstrija-Italija ob reki Ziljici (kraj Vrata), zahodno od 
mejnega prehoda 
kolovoz na robu gozda 680 9448/3 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
269 269 Avstrija Karavanke, Korensko sedlo, ovinek glavne ceste pod vasjo Strmec vlažen utrjen rob ceste 800 9448/4 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
270 270 Avstrija Koroška, Peče (Pöckau, Lipa, odcep z glavne ceste priti kraju Peče kolovoz med 
grmovjem 
560 9448/4 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
271 271 Slovenija Gorenjska, dolina Save Dolinke, Gozd-Martuljek, čistilna naprava med 
Belco in Gozd Martuljkom 
travnat rob ceste 700 9549/1 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
272 272 Slovenija Gorenjska, dolina Save Dolinke, Podkoren, ob cesti na Korensko sedlo travnat rob ceste 900 9548/2 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
273 273 Italija Kanalska dolina, Naborjet (Naborghetto), mostbčez Belo pri zaselku 
Kuk 
travnik na J delu 
mostu 
690 9446/4 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
274 274 Slovenija Karavanke, Korensko sedlo, na slovenski strani mejnega prehoda travnat rob parkirišča, 
med grmovjem 
975 9448/4 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
275 275 Italija Julijske Alpe, dolina Reklanice, ob cesti pri kraju Pezzeit travnat rob ceste 450 9546/3 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
276 276 Italija Julijske Alpe, dolina Reklanice, Nevejsko sedlo travnata površina v 
turističnem naselju 
1130 9646/2 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
277 277 Italija Julijske Alpe, dolina Ziljice, Mrzla Voda, Čute grmovnato mesto ob 
cesti 
800 9547/1 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
278 278 Italija Julijske Alpe, Fužine (Fusine in Valromana), pri Z odcepu za dolino 
Belopeških jezer 
travnat rob ceste 740 9548/1 S. Strgulc Krajšek 10.05.2015 
279 279 Slovenija Ljubljana, Zalog, Podgrad, dolina Besnice, SV od Starega gradu, levi 
(zahodni) breg Besnice 
vlažen gozd ob reki 300 9953/2 S. Strgulc Krajšek  
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nadaljevanje priloge A: Podatki o vzorcih 
Oznaka 
vzorca 
OTU Država Nahajališče Rastišče Nadmorska 
višina [m] 
Kvadrant Nabiralec Datum 
280 280 Slovenija Ljubljana, Zalog, Podgrad, dolina Besnice, SV od Starega gradu, levi 
(zahodni) breg Besnice 
vlažen gozd ob reki 300 9953/2 S. Strgulc Krajšek  
281 281 Slovenija Ljubljana, Zalog, Podgrad, dolina Besnice, SV od Starega gradu, levi 
(zahodni) breg Besnice 
vlažen gozd ob reki 300 9953/2 S. Strgulc Krajšek  
282 282 Slovenija osrednja Slovenija: Ljubljana, Stožice, med hipodromom in reko Savo rečni breg 300 9953/1 S. Strgulc Krajšek 27.04.2015 
283 283 Slovenija rob Ljubljanskega barja, Vrhnika, Na klancu, pod cerkvijo Sv. Trojica travnik na gozdnem 
robu 
350 0051/2 S. Strgulc Krajšek 02.05.2015 
284 284 Slovenija Ljubljanska kotlina, Šmarna gora, Tacen, nad Policijsko šolo Rocen travnik 300 9852/4 S. Strgulc Krajšek '5.2015 
285 285 Slovenija Ljubljanska kotlina, Šmarna gora, Sedlo travnik 580 9852/4 S. Strgulc Krajšek '5.2015 
286 286 Slovenija rob Ljubljanskega barja, Vrhnika, Močilnik, ob poti nad izvirom vlažen gozd 300 0051/2 S. Strgulc Krajšek 02.05.2015 
287 287 Slovenija Julijske Alpe, Posočje, Soča, vas Na Skali kamniti travnik 950 9648/3 U. Strgulc 04.2014 
288 288 Slovenija rob Ljubljanskega barja, Podlipska dolina, Stara Vrhnika, oc cesti na S 
vznožju Čela 
senčen rob ceste 290 0051/2 S. Strgulc Krajšek 27.04.2015 
289 289 Slovenija Poljanska dolina, Visoko, pri grobnici nad Tavčarjevo graščino gozd 400 9851/3 S. Strgulc Krajšek 26.04.2015 
290 290 Slovenija Poljanska dolina, Visoko, pri Tavčarjevi graščini ob mejici 400 9851/3 S. Strgulc Krajšek 26.04.2015 
291 291 Slovenija Poljanska dolina, Log nad Škofjo Loko, Na Logu, ob cesti, ki vodi k 
cerkvi 
travnik ob cesti 500 9851/3 S. Strgulc Krajšek 26.04.2015 
292 292 Slovenija Polhograjsko hribovje, Smrečje, ob cesti Vrhnika -Žiri, pri odcepu za 
kmetijo Plaznik 
travnata cestna brežina 500 9951/3 S. Strgulc Krajšek 27.04.2015 
293 293 Slovenija Dolenjska, Krško, Malo Mraševo (vas na L bregu Krke) zelenica ob cesti 600 0159/1 T. in U. Strgulc 24.04.2015 
294 294 Slovenija Dolenjska, Brežice, Podgračeno zelenica ob cesti 150 0159/2 S. Strgulc 
Krajšek, P. 
Sušnik, B. Jamnik 
Zupančič 
23.04.2015 
295 295 Hrvaška Žumberak, ob cesti Jastrebarsko-Samobor, Rude ob potoku pod 
zdravstvenim domom 
130 0260/1 S. Strgulc 
Krajšek, P. 
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nadaljevanje priloge A: Podatki o vzorcih 
Oznaka 
vzorca 
OTU Država Nahajališče Rastišče Nadmorska 
višina [m] 
Kvadrant Nabiralec Datum 
296 296 Slovenija Dolenjska, Obrežje, Ribnica ob gozdnem robu  0160/1 S. Strgulc 
Krajšek, P. 
Sušnik, B. Jamnik 
Zupančič 
23.04.2015 
297 297 Hrvaška Žumberak, ob cesti Jastrebarsko-Samobor, nad krajem Plešivica travnik ob gozdu 150 0260/1 S. Strgulc 
Krajšek, P. 
Sušnik, B. Jamnik 
Zupančič 
23.04.2015 
298 298 Slovenija Dolenjska, ob reki Krki, nad cesto med Dvrom in Sotesko, cca 500 m Z 
od odcepa za Drenje 
brežina nad cesto 420 0256/1 S. Strgulc 
Krajšek, P. 
Sušnik, B. Jamnik 
Zupančič 
23.04.2015 
1005 1005 Slovenija Notranjska, Snežniško pogorje, skalovje v kraški kotanji severno od 
Velikega snežnika, nad jaso Trije kaliči 
skalovje v kraški 
kotanji 
1540 0452/2 B. Dolinar , F. 
Poljšak 
19.07.2016 
1059 1059 Slovenija Notranjska, Veliki Snežnik, na koncu kolovoza, ki vodi od Sviščakov 
proti Snežniku 
rob poti ob ruševju 1570 0452/2 S. Strgulc Krajšek 18.07.2017 
1060 1060 Slovenija Notranjska, Veliki Snežnik, vrh Snežnika, ob koči grušč 1780 0452/2 S. Strgulc Krajšek 18.07.2017 
1061 1061 Slovenija Julijske Alpe, Kanin, vrh melišča v J pobočju Prestreljenika, nad zg. 
postajo gondole 
grušč 2300 9646/2 S. Strgulc Krajšek 15.08.2017 
1062 1062 Hrvaška Istra, Učka, greben Učke južno od vrha (Vojak) kamniti travnik, 
zahodno pobočje 




1063 1063 Hrvaška Istra, Učka, zahodno pobočje južno od vrha (Vojak) kamniti travnik, 
zahodno pobočje 




1064 1064 Slovenija osrednja Slovenija, Ljubljansko barje, Ig, Draga pri Igu, travnik ob 
potoku Dračica v bližini kmetije V od zaselka Podgozd 
travnik 350 0053/3 S. Strgulc Krajšek 19.05.2017 
1134a 1134 Slovenija Kamniške Alpe, Kamniška Bistrica, izvir Kamniške Bistrice, ob poti 
proti izviru 
rob poti 600 9653/4 S. Strgulc Krajšek 03.05.2018 
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1134b 1134 Slovenija Kamniške Alpe, Kamniška Bistrica, izvir Kamniške Bistrice, ob poti 
proti izviru 
rob poti 600 9653/4 S. Strgulc Krajšek 03.05.2018 
1134c 1134 Slovenija Kamniške Alpe, Kamniška Bistrica, izvir Kamniške Bistrice, ob poti 
proti izviru 
rob poti 600 9653/4 S. Strgulc Krajšek 03.05.2018 
1135 1135 Slovenija Gorenjska, dolina Kamniške Bistrice, ob odcepu v dolino Potok, severno 
od kamnoloma 
cestni rob 460 9753/2 S. Strgulc Krajšek 03.05.2018 
1137a 1137 Slovenija Zasavje, Litija, dolina potoka Pasjek, ca. 500 m J od odcepa s ceste 
Litija-Zagorje, med cesto in potokom 
cestni rob 250 9955/2 S. Strgulc 
Krajšek, T. Bačič 
08.05.2018 
1137b 1137 Slovenija Zasavje, Litija, dolina potoka Pasjek, ca. 500 m J od odcepa s ceste 
Litija-Zagorje, med cesto in potokom 
cestni rob 250 9955/2 S. Strgulc 
Krajšek, T. Bačič 
08.05.2018 
 
1138a 1138 Slovenija Zasavje, Zagorje ob Savi, Šklendrovec, dolina potoka, ca. 700 m J od 
odcepa s ceste ob Savi 
cestni rob 260 9855/4 S. Strgulc 
Krajšek, T. Bačič 
08.05.2018 
1138b 1138 Slovenija Zasavje, Zagorje ob Savi, Šklendrovec, dolina potoka, ca. 700 m J od 
odcepa s ceste ob Savi 
cestni rob 260 9855/4 S. Strgulc 
Krajšek, T. Bačič 
08.05.2018 
1138c 1138 Slovenija Zasavje, Zagorje ob Savi, Šklendrovec, dolina potoka, ca. 700 m J od 
odcepa s ceste ob Savi 
cestni rob 260 9855/4 S. Strgulc 
Krajšek, T. Bačič 
08.05.2018 
1139 1139 Slovenija Haloze, Velika Varnica, ob cesti skozi naselje na grebenu cestni rob 330 9661/4 S. Strgulc Krajšek 19.05.2018 
1140 1140 Slovenija Haloze, Velika Varnica, travnik in gozd ob potoku Psičina pri odcepu 
ceste, ki vodi proti hiši Velika Varnica 97, z ovinka ceste 
gozdni rob 250 9661/4 S. Strgulc Krajšek 19.05.2018 
1141a 1141 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Češka koča na Sp. Ravneh ob poti v bližini koče 1540 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1141b 1141 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Češka koča na Sp. Ravneh ob poti v bližini koče 1540 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1141c 1141 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Češka koča na Sp. Ravneh ob poti v bližini koče 1540 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1142a 1142 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Štularjeva planina na poti med Ravensko 
kočno in Češko kočo 
visoko steblikovje 1275 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1142b 1142 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Štularjeva planina na poti med Ravensko 
kočno in Češko kočo 
visoko steblikovje 1275 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1142c 1142 Slovenija Kamniške alpe, Jezersko, Štularjeva planina na poti med Ravensko 
kočno in Češko kočo 
visoko steblikovje 1275 9653/1 S. Strgulc Krajšek 24.06.2018 
1143a 1143 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob makadamski cesti 
Schobertorlrunde od Fraganter schutzhutte proti SZ 
travnat levi breg nad 
cesto 
1871 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1143b 1143 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob makadamski cesti 
Schobertorlrunde od Fraganter schutzhutte proti SZ 
travnat levi breg nad 
cesto 
1871 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1143c 1143 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob makadamski cesti 
Schobertorlrunde od Fraganter schutzhutte proti SZ 
travnat levi breg nad 
cesto 
1871 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
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1144a 1144 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
vlažno visoko 
steblikovje v gozdu 
1507 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1144b 1144 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
vlažno visoko 
steblikovje v gozdu 
1507 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1144c 1144 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
vlažno visoko 
steblikovje v gozdu 
1507 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1145a 1145 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
gozdni rob (med 
koprivami, pod 
smrekami) 
1441 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1145b 1145 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
gozdni rob (med 
koprivami, pod 
smrekami) 
1441 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1145c 1145 Avstrija Koroška, Fraganter Schutzhutte proti Innerfragant, ob poti Fraganter 
schutzhutte proti Innerfragant (Alpe Adria trail) 
gozdni rob (med 
koprivami, pod 
smrekami) 
1441 9044/1 J. Dolenc Koce 26.07.2018 
1154 1154 Slovenija Gorenjska, Poljanska dolina, Škofja Loka, Brode, vlažen travnik pod 
cerkvijo 
vlažen travnik 380 9851/4 P. Sušnik 06.05.2018 
1155 1155 Slovenija Primorska, Trnovski gozd, ledena jama Paradana gozd 1100 0049/1 N.-L. Jakac 28.05.2018 
 
Stojilkovič V. Razlikovanje vrst spominčic (Myosotis spp.) s pomočjo molekulskih markerjev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2021  
  
   
 
 
Priloga B: Pristopne številke posameznih vzorcev podatkovne baze GenBank 
Oznaka vzorca Naša določitev vrste Pristopna koda GenBank 
135 M. decumbens MT636687 
265 M. decumbens MT636688 
266 M. decumbens MT636689 
267 M. decumbens MT636690 
268 M. decumbens MT636691 
269 M. decumbens MT636692 
270 M. decumbens MT636693 
271 M. decumbens MT636694 
272 M. decumbens MT636695 
273 M. decumbens MT636696 
274 M. decumbens MT636697 
275 M. decumbens MT636698 
276 M. decumbens MT636699 
277 M. decumbens MT636700 
278 M. decumbens MT636701 
279 M. sylvatica MT636702 
280 M. sylvatica MT636703 
281 M. sylvatica MT636704 
282 M. decumbens MT636705 
283 M. decumbens MT636706 
284 M. decumbens MT636707 
285 M. decumbens MT636708 
286 M. decumbens MT636709 
287 M. decumbens MT636710 
288 M. decumbens MT636711 
289 M. decumbens MT636712 
290 M. decumbens MT636713 
291 M. decumbens MT636714 
292 M. decumbens MT636715 
293 M. sylvatica MT636716 
294 M. sylvatica MT636717 
295 M. sylvatica MT636718 
296 M. sylvatica MT636719 
297 M. sylvatica MT636720 
298 M. sylvatica MT636721 
1005 M. alpestris agg. MT636722 
1059 M. alpestris agg. MT636723 
1060 M. alpestris agg. MT636724 
1061 M. alpestris agg. MT636725 
1064 M. sylvatica MT636726 
1134a M. decumbens MT636727 
1134b M. decumbens MT636728 
1134c M. decumbens MT636729 
1135 M. decumbens MT636730 
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nadaljevanje priloge B: Pristopne številke posameznih vzorcev podatkovne baze Genbank 
Oznaka vzorca Naša določitev vrste Pristopna koda GenBank 
1137a M. sylvatica MT636731 
1137b M. sylvatica MT636732 
1138a M. sylvatica MT636733 
1138b M. sylvatica MT636734 
1138c M. sylvatica MT636735 
1139 M. sylvatica MT636736 
1140 M. sylvatica MT636737 
1141a M. alpestris agg. MT636738 
1141b M. alpestris agg. MT636739 
1141c M. alpestris agg. MT636740 
1142a M. decumbens MT636741 
1142b M. decumbens MT636742 
1142c M. decumbens MT636743 
1143a M. alpestris agg. MT636744 
1143c M. alpestris agg. MT636745 
1144a M. decumbens MT636746 
1144b M. decumbens MT636747 
1144c M. decumbens MT636748 
1145a M. decumbens MT636749 
1145b M. decumbens MT636750 
1154 M. decumbens MT636751 
1155 M. decumbens MT636752 
 
